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1 Zusammenfassung 
Proteine können aufgrund ihrer biochemischen Vielfalt eine Vielzahl von Interaktionen 
mit anderen Proteinen oder chemischen Verbindungen eingehen. Im ersten Teil dieser 
Arbeit wurden Protein-Protein Interaktionen mittels chemischen Quervernetzens 
untersucht. Das Ziel war, neue und verbesserte Methoden zu entwickeln, um 
Interaktionsnetzwerke zu erstellen. Im zweiten Teil wurden die Interaktionen von 
Proteinen mit niedermolekularen Verbindungen untersucht, um Drug Targets zu 
identifizieren und zu validieren. 
Die Untersuchung von Protein-Protein Interaktionen mittels Massenspektrometrie (MS) 
ist eine leistungsfähige Methode, um alle potentiellen Interaktionen eines Proteins nach 
einer Anreicherung (Co-IP) aus einem Zelllysat zu detektieren. Durch das zusätzliche 
Quervernetzen dieser Proteine und anschließender MS kann ein Interaktionsnetzwerk 
erstellt werden, um direkte von indirekten Interaktionen unterscheiden zu können 
(Topology Mapping). Zur Methodenetablierung wurden kommerzielle Crosslinker und 
rekombinante Proteine von bekannten Interaktionspartnern mit niedriger Komplexität 
verwendet. Die beiden Interaktionspartner NPL4 und UFD1 konnten mit dem Crosslinker 
BS3 erfolgreich quervernetzt und anhand der vernetzten Peptide identifiziert werden. Im 
nächsten Schritt wurde dieser Arbeitsablauf auf eine Co-IP des Mediatorkomplexes aus 
Hefe angewendet. Die Probenkomplexität ist hierbei 500 - 1000-fach höher als bei der 
Verwendung von rekombinanten Proteinen. Nach der erfolgreichen Quervernetzung 
konnte innerhalb des Komplexes ein Interaktionsnetzwerk erstellt werden. Diese Daten 
passen zu dem bereits bekannten Modell des Mediatorkomplexes. Interaktionen zu 
bekannten Interaktionspartnern, wie der RNA-Pol II, konnten aufgrund deren 
substöchiometrischen Anreicherung nicht identifiziert werden. 
Aufgrund der genannten Limitationen beim Quervernetzen von Proteinen wurden 
folgende neue und verbesserte Methoden entwickelt:  
1. Verwendung des spaltbaren Crosslinkers (DSSO), der während der Messung selektiv 
durch niedrige Kollisionsenergie gespalten werden kann, um die Datenbanksuche zu 
vereinfachen. Die Funktionalität der DSSO-Strategie konnte erfolgreich am Protein 
Cytochrom C getestet werden. Bei der ersten Fragmentierung wird der Linker gespalten,  
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anschließend können die getrennten Peptide separat fragmentiert werden. Die erzeugten 
Daten sind mit einer Standarddatenbanksuche kompatibel, was bei gemischten Spektren 
von zwei Peptiden nicht der Fall wäre. Beim Quervernetzen der rekombinanten 
Interaktionspartner UBX und p97N mit DSSO konnte der zu bestätigende Crosslink 
zwischen zwei Lysinen nicht identifziert werden. Grund hierfür könnte eine zu kurze 
Linkerlänge von DSSO sein. Diese Versuche brachten jedoch einige Limitationen des 
Ansatzes zum Vorschein, wie die Beschränkung auf die Protease Trypsin, aufgrund der 
positiven Ladung am C-Terminus und die Notwendigkeit von großen Proteinmengen, da 
das Spalten des Linkers einen zusätzlichen Intensitätsverlust für die folgende 
Identifizierung der Peptide mit sich bringt. 
2. Da die niedrige Abundanz von quervernetzten Peptiden das Hauptproblem bei deren 
Identifizierung ist, wurde eine Methode entwickelt, um während der Messung direkt nach 
diesen niedrig abundanten Spezies zu suchen. Entscheidendes Kriterium hierfür war, dass 
quervernetzte Peptide zwei C-Termini haben. Diese wurden zur Hälfte enzymatisch mit 
18O bzw. 16O markiert und wieder vereinigt. Der resultierende Massenunterschied von 8 
Da (4 x 18O) kommt ausschließlich bei zwei quervernetzten Peptiden vor und kann 
während der Messung direkt gesucht werden. Die vollständige Markierung von Peptiden 
mit 18O wurde zunächst am Protein Beta-Galaktosidase getestet. Bereits hier stellte sich 
heraus, dass der enzymatische Rücktausch von 18O zu 16O ein Problem darstellt und die 
Markierungseffizienz von Aminosäuren beeinflusst wird, die sich C-terminal nach der 
Spaltstelle befinden. Mit dieser Strategie ließ sich somit keine vollständige Markierung 
für alle Peptide erreichen, was für diese Strategie essentiell gewesen wäre. 
3. Um alle Probleme zu umgehen, die bei der Identifizierung von quervernetzten Peptiden 
auftreten, wurde eine Methode entwickelt, um quervernetzte Proteine anhand von Profilen 
nach einer Auftrennung im Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) zu identifizieren. Durch das 
Quervernetzen von Proteinen entstehen zusätzliche Proteinbanden nach einer SDS-
PAGE, die im Gel nach oben verschoben sind. Alle Proteine in diesen neu erzeugten 
Bereichen stellen somit potentielle Interaktionspartner dar. Als Modellsystem wurde der 
Mediatorkomplex verwendet. Er wurde aus einem Zelllysat mittels Co-IP angereichert 
und anschließend quervernetzt. Aus den mittels LC-MS/MS gemessenen Gelfraktionen  
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wurden Proteinprofile erstellt und miteinander verglichen. Die Intensitätsmaxima der 
Proteine des Mediatorkomplexes konnten in bestimmten zusätzlichen Fraktionen 
gefunden werden, was den indirekten Nachweis für eine Interaktion darstellt. Die 
Funktionalität der Strategie konnte somit bestätigt werden. Ein verbleibender Nachteil ist 
jedoch die zu geringe Trennleistung von Polyacrylamidgelen. Befinden sich mehr als 50 
Proteine in einer Fraktion, können potentielle Interaktionspartner nicht eindeutig zu einer 
Untereinheit eines Komplexes zugeordnet werden. 
Im zweiten Teil der Arbeit wurde im Rahmen der Klinischen Forschergruppe 216 
(CRU216) Interaktionen von Proteinen mit verschiedenen niedermolekularen 
Verbindungen massenspektrometrisch untersucht, um potentielle Drug Targets zu 
identifizieren. Diese Versuche sind vergleichbar mit Co-IP Experimenten, da sich der 
Arbeitsablauf nur durch die Anreicherung mittels chemischer Verbindung unterscheidet. 
Hierzu wurden biotinylierte Verbindungen immobilisiert und potentielle Drug Targets 
aus einem komplexen Zelllysat angereichert. Die Identifzierung der echten 
Bindungspartner wurde über quantitive Massenspektrometrie erreicht. Dabei wurden die 
angereicherten Proteine, die an die niedermolekularen Substanzen binden mit einer 
geeigneten Kontrollanreicherung verglichen. Mit den getesteten α-acyl 
Aminocarboxamiden konnten verschiedene Proteinkomplexe und interagierende Proteine 
spezifisch angereichert werden. Hierbei waren die vier Kinasen DNA-PK, ATM, ATR 
und mTOR besonders interessant, da sie mit onkogenem Signalling und 
Überlebensmechanismen wie der Hitzeschockantwort in Zellen des Multiplen Myeloms 
(MM) in Verbidnung stehen. Die Inhibition der DNA-PK, ATM, ATR und mTOR mit α-
acyl Aminocarboxamiden stellt somit einen möglichen Therapieansatz dar, wenn er 
zusammen mit hitzestressauslösenden Inhibitoren verwendet wird. Weiterhin konnte 
gezeigt werden, dass die Armadillodomäne innerhalb der potentiellen Drug targets 
signifkant angereichert wurde. Sie stellt damit eine potentielle Bindestelle der α-acyl 
Aminocarboxamide dar. 
Abschließend wurden Proteine mit biotinylierten Naphtylisochinolinen aus einem MM-
Zelllysat angereichert, deren Vorläufersubstanzen eine Wirkung auf Tumorzellen und den  
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Malariaparasit Plasmodium falciparum gezeigt hatten. Hierbei konnten vor allem RNA-
bindende- und mRNA-Splicing Proteine identifiziert werden, die zum Teil essentiell für 
das Spleißen in-vivo sind. Hierzu gehören mehrere Untereinheiten der Splicing Factoren 
3A und 3B. Die Veränderung der transkriptionellen Regulation und der resultierende 
Effekt auf Krebszellen konnte bereits in anderen Studien mit dem Inhibitor Spliceostatin 
A gezeigt werden, der das Spleißen beeinflusst. 
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2 Summary 
Based on the huge biochemical variety of proteins they can interact in many different 
ways with other proteins or small molecules. The first part of this work is about protein-
protein interactions which were investigated with chemical crosslinking. The aim of this 
work was the development of new and improved methods for the construction of 
interaction networks. The second part is about protein-small molecule interactions to 
identify new drug targets with subsequent validation. 
Mass spectrometry (MS) is a powerful tool to investigate all protein-protein interactions 
after enrichment from a cell lysate (Co-IP). By adding crosslinking to Co-IP experiments 
it is possible to create a topology map which is important to differenciate between direct 
and indirect interactions. To validate the crosslinking procedure, a commercial available 
crosslinker and recombinant proteins of known interaction partners with low sample 
complexity were used. The interaction partners NPL4 and UFD1 were successfully 
crosslinked with BS3 and crosslinked peptides were identified with MS. Next step was to 
apply this workflow on the Co-IP of the yeast mediator complex. Here the sample 
complexity is 500 to 1000 times higher than with recombinant proteins. After 
successfully crosslinking, a topology map of the subunits of the mediator complex was 
created. The result matches the latest model of the complex. Crosslinks to known 
interation partners, like the RNA-Pol II, were not identified because of their 
substoichiometric enrichment. 
Because of the known limitations of protein crosslinking, new and improved methods 
were developed: 
1. Application of the MS-cleavable crosslinker DSSO, which could be cleaved with low 
collision energy, to improve the database search of crosslinked peptides. Proof of concept 
was done by crosslinking Cytochrom C. In the first fragmentation step only DSSO is 
cleaved. Fragmentation of the separated peptides is done in the next step with higher 
energy. Peptid fragments are compatible with a standard database search. The application 
of this method on the interacting proteins UBX and p97N failed because the predicted 
crosslink could not be identified. This could be due to the lack of linker length of DSSO. 
But more important, this experiment revealed the drawbacks of the DSSO approach.  
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Trypsin is needed because this leads to a positive charge on the C-Terminus. Furthermore 
large amounts of protein are required to reach the needed intensity for all fragmentation 
steps. 
2. Since the low abundancy of crosslinked peptides is the main issue for their 
identification, a new method was developed to directly search for them during the MS 
measurement. The defining criterion for this search was the occurrence of two C-termini 
in crosslinked peptides. Samples were splitted, labeled with 18O or 16O, and mixed again 
to generate a mass shift of 8 Da which is unique for crosslinked peptides. This mass shift 
can be used to directly search for these peptides during the measurement. Proof of 
concept was tested by labeling beta-galactosidase. Complete labeling could not be 
reached because of enzymatic back-exchange from 18O with 16O. Furthermore the 
neighbouring amino acids at the C-termini influence the labeling efficiency. Due to the 
incomplete labeling, the method could not be used for identifying crosslinked peptides. 
3. To circumvent all problems which occur with the identification of crosslinked peptides, 
another method was developed to identifiy crosslinked proteins by their mass shift after 
separation on a polyacrylamide gel (SDS-PAGE). By crosslinking proteins additional 
protein bands are generated which appear in the upper part of the gel. All proteins in this 
region are potential interation partners. Proof of concept was done by enrichment (Co-IP) 
of the yeast mediator complex from a cell lysate with subsequent crosslinking. From the 
LC-MS/MS data, profiles for every protein of the complex were generated. The 
additionally generated crosslink intensity peaks of interacting subunits overlapped with 
each other, which is the indirect proof of the functionality of this approach. The main 
problem with this strategy is the low separation performance. When about 50 proteins are 
located in one fraction, it is not possible to unambiguously match a protein to a specific 
subunit of the protein complex. 
In the second part of this work, the interactions of proteins with small molecules were 
investigated by mass spectrometry, to identify potential drug targets. Biotinylated 
versions of active compounds were immobilized to magnetic streptavidin beads and 
incubated with INA6 cell lysate. By quantitiative analysis of proteins, which bind to the  
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control beads and proteins, which bind to the inhibitor beads, potential drug targets were 
identified. 
With the used α-acyl aminocarboxamides several protein complexes and interacting 
proteins were specifically enriched. These included the four kinases DNA-PK, ATM, 
ATR and mTOR, which are involved in oncogenic signaling and survival mechanisms. 
Moreover it is known, that the DNA-PK interacts with HSF1 and therefore regulates the 
HSF1-mediated heat shock response. The inhibition of DNA-PK, ATM, ATR and mTOR 
with α-acyl aminocarboxamides is a new therapeutic opportunity when it is combined 
with other substances which trigger the heat shock response. A potential binding site of 
the α-acyl aminocarboxamides is the armadillo domain, because it was significantly 
enriched among the potential drug targets. 
Several naphtylisochinolines were also biotinylated, immobilized and incubated with 
INA6 cell lysate. Precursors of these substances showed activity against multiple 
myeloma cells and the malaria pathogen Plasmodium falciparum. Here we could enrich 
proteins which are associated with RNA-binding and mRNA splicing, including several 
subunits of the splicing factors 3A and 3B, which are essential for splicing. The change of 
the transcriptional regulation and the resulting effect on cancer cells by influencing 
mRNA splicing is already known and was shown by other inhibitors like Spliceostatin A.
Einleitung 
 
19 
3 Einleitung 
3.1 Massenspektrometrie 
Mit einem Massenspektrometer können Analyten als freie Ionen im Vakuum gemessen 
werden. Die grundlegenden Bauteile eines Massenspektrometers sind die Ionenquelle, um 
die Analyten in Form von Ionen in die Gasphase zu überführen, der Massenanalysator, 
um das Masse-zu-Ladung-Verhältnis zu bestimmen und der Detektor, um den Ionenstrom 
zu messen (Abbildung 1A). Das Ergebnis der Messung ist ein Massenspektrum, bei dem 
die relative Häufigkeit der Ionen gegen den m/z-Wert aufgetragen wird (Abbildung 1B). 
 
Abbildung 1: Schematische Anordnung der Bauteile eines Massenspektrometers und ein Massenspektrum.  
Zur Analyse der Probe muss diese zunächst ionisiert werden. Das Masse-zu-Ladungs-Verhältnis (m/z) der ionisierten 
Analyten wird im Massenanalysator bestimmt, gefolgt von der Detektion im Detektor. Es gibt verschiedene 
Kombinationen dieser 3 Bauteile, die auf die jeweilige Anwendung hin optimiert werden können (Modifiziert nach 
(Lottspeich and Engels, 2006). B) Exemplarisches Massenspektrum: Der m/z-Wert ist gegen die relative Intensität 
aufgetragen. 
 
3.1.1 Ionisierungstechniken 
Die Voraussetzung für die Messung von Analyten mittels Massenspektrometrie ist die 
Ionisierung und die damit verbundene Überführung in die Gasphase. Methoden hierfür 
sind die Elektronenstoßionisation (EI, (Rapp and Englande.P, 1965)) und die chemische 
Ionisation (CI, (Munson and Field, 1966)). Bei der Elektronenstoßionisation wird ein 
Elektronenstrahl durch eine verdampfte Probe im Hochvakuum geleitet. Durch die 
Kollision der Elektronen 
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mit den Probenmolekülen werden Radikalionen gebildet, die weiter in Fragmente 
zerfallen. Je höher die Elektronenenergie gewählt wird, desto mehr Fragmentionen 
werden gebildet. Die chemische Ionisation von Probenmolekülen wird durch den Transfer 
von Protonen aus einem Reaktantgas wie Methan herbeigeführt, das zuvor ionisiert 
wurde. Dabei entstehen MH+-Moleküle, die während des Ionisierungsprozesses weniger 
stark Fragmentieren als die Radikalionen bei der Elektronenstoßionisation. 
Für große, nicht-flüchtige und thermisch instabile Substanzen sind diese 
Ionisierungstechniken jedoch weniger geeignet, da es bereits während der Ionisierung zur 
Fragmentierung bzw. thermischen Zersetzung der Probe kommt. Die Anwendung auf 
Proteine und Peptide setzt eine milde Ionisierung voraus, wie sie mittels Fast Atom 
Bombardment (FAB, (Barber et al., 1981)), Elektrospray-Ionisation (ESI, (Fenn et al., 
1989)) oder Matrix-unterstützter Laser-Desorption/Ionisation (MALDI, (Karas et al., 
1987)) erreicht werden kann. Letztendlich haben sich die Techniken ESI und MALDI in 
den Lebenswissenschaften durchgesetzt. 
3.1.1.1 Elektrosprayionisierung 
Bei der Elektrosprayionisierung wird ein Flüssigkeitsstrahl in einem elektrostatischen 
Feld durch Dispersion in viele kleine Tröpfchen aufgeteilt, die nach der vollständigen 
Desolvatisierung ins Massenspektrometer gelangen (Abbildung 2). Dieser Vorgang 
beginnt mit der kontinuierlichen Zuführung der Probe durch die Spitze einer leitfähigen 
Kapillare. Durch das angelegte elektrische Feld zwischen Kapillare und 
Massenspektrometer werden die Analyten nach ihrer Ladung getrennt. Das führt dazu, 
dass die positiven Ionen an die Flüssigkeitsoberfläche gezogen werden und sich in 
Richtung Kathode bewegen. Dieser Flüssigkeitsstrom wird auch Taylor-Konus genannt 
(Taylor, 1964). Dieser Konus ist in einem hohen elektrischen Feld stabil und emittiert 
kontinuierlich einen feinen Flüssigkeitsstrom in die Richtung des Massenspektrometers. 
Der Prozess der Tröpfchenbildung aus dem Konus und deren Desolvatisierung lässt sich 
in vier Phasen unterteilen. Es bilden sich zunächst kleine geladene Analyttröpfchen. Die 
Tröpfchen verlieren immer mehr Lösungsmittel, wodurch die Ladungsdichte auf der 
Tröpfchenoberfläche immer mehr ansteigt. Die hohe Ladungsdichte führt zum Zerfall der 
Tröpfchen in Mikrotröpfchen (Coulomb-Explosion) wenn deren Stabilitätsgrenze erreicht 
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ist (Rayleigh-Limit). Die Rayleigh-Gleichung definiert, ab wann die Ladung Q die 
Oberflächenspannung γ ausgleicht (Gleichung 1). 
𝑄2 = 64 𝜋2 𝜀0 𝛾 𝑟3              (1) 
                     Mit:   𝜖0 Dielektrizitätskonstante im Vakuum 
                               γ  Oberflächenspannung 
                     r  Radius des Tröpfchens 
Beim Transfer in das Massenspektrometer kommt es schließlich zur Desolvatisierung der 
Analytmoleküle in freie Ionen. Es gibt zwei verschiedene Modelle, die den Prozess der 
Ionenbildung genauer beschreiben. Das Modell des geladenen Rückstandes (charged-
residue model; (Dole et al., 1968)) geht auf Dole zurück. Durch aufeinanderfolgende 
Coloumb-Explosionen entstehen Tröpfchen mit nur einem Analytmolekül. Eine weitere 
Theorie, von J. Tribane und B. Thomson, geht davon aus, dass die Emission von Ionen 
aus größeren Tröpfen mit ca. 70 Ladungen und einem Durchmesser von 8 nm erfolgt (ion 
evaporation model; (Thomson and Iribarne, 1979)). 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Ionisierung einer Analytprobe während der Elektrosprayionisierung 
im Positiv-Ionen-Modus.  
Die flüssige Probe wird durch eine Metallkapillare gepresst und innerhalb des elektrostatischen Feldes in kleine 
Tröpfchen aufgeteilt. Nach der Desolvatisierung der Tröpfchen liegen die Analyten als freie Ionen vor, was die weitere 
Charakterisierung mit dem Massenanalysator ermöglicht (Modifiziert nach (Lottspeich and Engels, 2006)). 
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3.1.1.2 Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation (MALDI) 
Die Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation wurde von Michael Karas und Franz 
Hillenkamp in den 80er Jahren entwickelt (Karas et al., 1987). Hierbei wird die zu 
untersuchende Analytlösung zunächst mit einem 1000- bis 10000fachen Überschuss an 
Matrixmolekülen verdünnt. Die Matrix besteht meistens aus kleinen organischen 
Molekülen, die eine hohe Absorption im Bereich der verwendeten Laserwellenlänge 
aufweisen. Hierzu gehören aromatische Säuren wie 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) 
oder α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure. Das erzeugte Gemisch wird auf der Probenplatte 
auskristallisiert und anschließend im Hochvakuum des Massenspektrometers mit einem 
kurzwelligen Laserpuls von wenigen Nanosekunden beschossen (Abbildung 3). Die 
Übertragung der Energie, die notwendig ist, um die Analyten in die Gasphase zu 
überführen, wird von den angeregten π-Elektronensystemen der Matrixmoleküle zur 
Verfügung gestellt. Weiterhin wird von den angeregten Matrixmolekülen, die einen 
Säurerest aufweisen, ein Proton auf den Analyt übertragen, der dadurch als positiv 
geladenes Ion vorliegt (Liao and Allison, 1995). 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Matrix-unterstützten Laser-Desorption/Ionisation. 
Analytmoleküle werden mit Hilfe eines kurwelligen Laserpulses und der organischen Matrix in die Gasphase überführt 
und können mit dem Massenspektrometer analysiert werden (Modifiziert nach (Lottspeich and Engels, 2006)). 
Außerdem werden durch MALDI vor allem einfach geladene Ionen erzeugt. Dieses 
Phänomen wurde durch das Lucky-Survivor-Modell beschrieben (Karas et al., 2000). 
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Analytmoleküle können durchaus als mehrfachgeladene Ionen in der Matrix vorliegen, 
jedoch kommt es während des Ionisierungsvorganges zu einer Neutralisierung, die bei 
höher geladenen Spezies schneller erreicht wird als bei einfach geladenen Ionen. Dies 
resultiert in einem Massenspektrum mit hauptsächlich einfach geladenen Ionen, die im 
Vergleich zu 2-fach geladenen Ionen schlechtere Fragmentionenspektren erzeugen. 
3.1.2 Massenanalysatoren 
Zu den gebräuchlichsten Massenanalysatoren zählen unter anderem der Quadrupol, der 
Flugzeitanalysator (TOF), die Ionenfalle und die Orbitrap. Moderne Massenspektrometer 
sind meistens aus einer Kombination von verschiedenen Massenanalysatoren aufgebaut, 
um dem Nutzer möglichst viele Messoptionen zu bieten. Die ersten TOF-
Massenspektrometer wurden 1948 von A. Cameron und D. Eggers gebaut (Cameron and 
Eggers, 1948). Fünf Jahre später folgte die Entwicklung des Quadrupols durch Wolfgang 
Paul, der ebenso die theoretische Grundlage für die Ionenfalle legte (Paul and Steinwedel, 
1953). Mit der Einführung von Fouriertransformation-Ionenzyklotronresonanz-
Massenspektrometern im Jahre 1974 wurde die Aufzeichnung von hochauflösenden 
Massenspektren realisiert (Comisarow and Marshall, 1974). Die neueste Generation von 
Massenspektrometern, die von Alexander Makarov realisiert wurde, hat einen 
Orbitrapmassenanalysator, der ebenfalls hohe Auflösungen erreicht (Makarov, 2000). 
Massenanalysatoren sind durch folgende Parameter maßgeblich definiert. Die Auflösung 
R eines Massenspektrometers definiert die minimale Massendifferenz zweier m/z-Werte, 
die noch voneinander unterschieden werden können (Gleichung 2). Eine Definition 
hierfür ist die Halbwertsbreitenmethode, bei der ∆m als volle Peakbreite auf 50 % der 
Peakhöhe (FWHM) definiert ist ((Lottspeich and Engels, 2006)). 
R =  𝑚
∆𝑚
             (2) 
Mit: m Masse 
     ∆m Massendifferenz 
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Ein weiterer wichtiger Parameter ist die Massengenauigkeit. Hierbei wird die theoretische 
Masse des monoisotopischen Peaks mit der experimentell gemessenen Masse verglichen. 
Der Unterschied der beiden Massen wird als parts per million (ppm) angegeben und liegt 
bei Orbitrapgeräten im Bereich von 5 ppm (Marshall and Hendrickson, 2008). 
Bei komplexen Proben spielt der dynamische Bereich eine große Rolle, da zugleich hoch- 
und niedrigabundante Analyten gemessen werden. Die Mengenverteilungen erstrecken 
sich hierbei über mehrere Größenordnungen. Je größer der dynamische Bereich eines 
Massenspektrometers ist, desto besser können Analyten mit unterschiedlichen 
Konzentrationen gemessen werden. 
3.1.2.1 Quadrupol 
Der Quadrupolmassenanalysator wurde 1953 von Paul und Steinwedel beschrieben (Paul 
and Steinwedel, 1953). Er besteht aus vier stabförmigen Elektroden, die in einem 
bestimmten Radius um die Z-Achse kreisförmig angeordnet sind (Abbildung 4). An die 
Elektroden liegt eine Gleich- und Wechselspannung an, wobei die gegenüberliegenden 
Elektroden die gleiche Polarität der Gleichspannung und die gleiche Phase der 
Wechselspannung haben. Die jeweiligen nebeneinanderliegenden Stäbe haben eine 
entgegengesetzte Polarität und eine um 180° versetzt Phase. Durch das Einstellen einer 
bestimmten Gleich- und Wechselspannung kann erreicht werden, dass nur Ionen mit 
einem bestimmten m/z-Wert auf einer stabilen Flugbahn, im elektrischen Feld, durch den 
Quadrupol zum Detektor gelangen (Abbildung 4, rote Flugbahn). Ionen, die einen 
anderen m/z-Wert haben, können keine stabile Flugbahn durch den Quadrupol 
beschreiben und werden durch Kollision mit den Stäben ausselektiert (Abbildung 4, grüne 
und blaue Flugbahn). Durch die Kombination von verschiedenen Gleich- und 
Wechselspannungen können jegliche m/z-Werte spezifisch selektiert werden. 
Die Funktion des Quadrupols als Massenfilter wird in Kombination mit weiteren 
Massenanalysatoren (Q-TOF, Q-Orbitrap) genutzt, um Ionen mit bestimmten m/z-Werten 
für die Fragmentierung auszuwählen (Yost and Enke, 1979). 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Quadrupol Massenanalysators. 
Die vier stabförmig geformten Elektroden sind kreisförmig angeordnet. An die Elektroden liegt eine Gleich- und 
Wechselspannung an wobei die gegenüberliegenden Elektroden die gleiche Polarität der Gleichspannung und die 
gleiche Phase der Wechselspannung haben. Durch das Einstellen einer bestimmten Gleich- und Wechselspannung kann 
erreicht werden, dass nur Ionen mit einem bestimmten m/z-Wert auf einer stabilen Flugbahn durch den Quadrupol zum 
Detektor gelangen (Modifiziert nach (El-Aneed et al., 2009)). 
 
3.1.2.2 Ionenfalle 
Massenspektrometer mit einer Ionenfalle als Massenanalysator sind aufgrund ihrer 
geringen Anschaffungskosten und hohen Sensitivität sehr verbreitet. Die Technik basiert 
auf der von Wolfgang Paul entwickelten Theorie der Speicherung von Ionen in einem 
dreidimensionalen Quadrupolfeld (Paul and Steinwedel, 1953). Eingefangene Ionen 
können für eine bestimmte Zeit (µs bis s) auf einer stabilen Bahn im elektrischen Feld 
gehalten und analysiert werden (Abbildung 5). Die Falle besteht aus einer Ringelektrode 
und den beiden Endkappen, die unter Wechselspannung betrieben werden. Über die 
Kappen werden die Ionen in und aus der Falle geleitet. Die in die Falle eintretenden Ionen 
werden durch Stöße mit Heliumatomen in der Falle zunächst abgebremst und gesammelt. 
Im Vergleich zum Quadrupol können in der Ionenfalle bei einer bestimmen Gleich- und 
Wechselspannung sehr viele verschiedene Ionen auf stabilen Bahnen gehalten werden. 
Der Massenanalyse in der Falle folgt die selektive Injektion aller Ionen aus der Falle in 
die Detektoren. Hierzu werden die Ionen schrittweise über den gesamten m/z-Bereich 
instabil gemacht. Dies geschieht durch die Erzeugung von Multipolfeldern an den 
Endkappen, was die Detektionsgeschwindigkeit enorm steigert. Somit übertrifft der 
Ionenfallen- den Quadrupolmassenanalysator im Bereich der Scanrate und 
Massenauflösung (Han et al., 2008). 
Die Lineare Ionenfalle ist eine spezielle Form der Ionenfalle. An den Enden eines 
Quadrupols wird eine zusätzliche Spannung angelegt, die die Ionen am Verlassen des 
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Quadrupols hindert. Dadurch können Ionen mit bestimmten m/z-Werten spezifisch 
angereichert werden. Aufgrund ihrer schnellen Scanraten sind lineare Ionenfallen 
Bestandteile von Hybridmassenspektrometern, um parallel zum primären Analysator 
Fragmentionenspektren aufzuzeichnen. 
Ein wesentlicher Nachteil der Ionenfalle ist der low mass cut-off. Für die Fragmentierung 
eines bestimmten m/z-Wertes wird eine bestimmte Spannung gewählt, die die Ionen 
destabilisiert und in den Detektor injiziert. Technisch bedingt werden dadurch aber auch 
Ionen destabilisiert, deren m/z-Werte kleiner als 1/3 des ausgewählten m/z-Wertes sind 
(Schwartz et al., 2002). Kleine Peptidfragmente, in der Form von y1- und b1-Ionen, 
können aufgrund des low mass cut-off nicht mehr detektiert werden. Außerdem ist die 
Verwendung von kleinen Reporterionen (ITRAQ), die zur Quantifizierung von Peptiden 
auf MS2-Ebene genutzt werden,  nicht möglich (Wiese, 2007). 
 
Abbildung 5: Schematischer Aufbau eines Ionenfallenmassenspektrometers. 
Generierte Ionen werden über die Endkappe in die Ionenfalle geleitet und dort analysiert. Durch die Erzeugung von 
Multipolfeldern werden die gesammelten Ionen über die Austrittskappe in den Detektor transferiert (Modifiziert nach 
(Lottspeich and Engels, 2006)). 
 
3.1.2.3 Orbitrap 
Die neueste Generation von Massenspektrometern besitzt einen orbitalen 
Massenanalysator (Orbitrap), der von Alexander Makarov entwickelt wurde (Hu et al., 
2005). Bei dieser elektrostatischen Ionenfalle werden die Ionen auf Kreisbahnen um die 
zentrale Spindelelektrode gehalten, die von einer faßförmigen Außenelektrode 
umschlossen ist (Abbildung 6). Dort werden die Ionen analysiert, indem sie sich 
kreisförmig um die zentrale Spindelelektrode bewegen. Hierbei ist die 
Eintrittskappe Endkappe
Ionenfluss Detektor
Ionenwolke
Ringelektrode
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Winkelgeschwindigkeit ωz der Ionen auf der Z-Achse abhängig von dem m/z-Verhältnis 
der Ionen und der gerätespezifischen Konstante k (Gleichung 3). 
𝜔𝑧 = 𝑘𝑚/𝑧             (3) 
Die spezifischen harmonischen axialen Oszillationen der Ionen um die Spindel werden in 
Form des image current gemessen und durch Fourier-Transformation in die m/z-Werte 
umgerechnet. Die dadurch erreichte hohe Auflösung wird durch längere Scanzeiten 
erreicht, da sie proportional zur Quadratwurzel der Oszillationen ist. Aufgrund der hohen 
Auflösung und Massengenauigkeit stellen Orbitrap-Massenspektrometer eine günstige 
Alternative zu FT-ICR-Geräten dar. 
 
Abbildung 6: Schematischer Aufbau eines Orbitrap Massenanalysators. 
In der Mitte befindet sich die zentrale Spindelelektrode, die von der faßförmigen Außenelektrode umschlossen ist. Die 
Ionen werden mit der C-Trap stoßweise in die Orbitrap befördert. Dort bewegen sie sich auf elliptischen Bahnen um die 
zentrale Elektrode. Die harmonischen Oszillationen der Ionen auf der Z-Achse werden als image current gemessen und 
mittels Fourier-Transformation in die m/z-Werte umgerechnet (Quelle: Thermo Fisher Scientific). 
 
Zu analysierende Ionen durchlaufen in einem Hybridmassenspektrometer folgende 
Bauteile: Nachdem die Ionen mittels ESI generiert wurden, treten sie über den 
Probenkonus in das Massenspektrometer ein (Abbildung 7). Dort passieren sie die S-
Linse, die aus flachen Ringelektroden besteht und mit Hochfrequenzspannung betrieben 
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wird. Die Ionen werden hier eingefangen und zu einem fokussierten Strahl gebündelt. Für 
den Übersichtsscan (MS1) werden die Ionen in der C-Trap, die mit Stickstoff befüllt ist, 
abgebremst und gesammelt (Makarov et al., 2006). Durch Wechselstrompulse werden die 
Ionen über die Gateelektrode in die Orbitrap geschossen und bewegen sich dort auf 
stabilen Kreisbahnen um die innere Spindelelektrode. Die abundantesten Ionen aus 
diesem ersten Scan werden dann schrittweise für die Fragmentierung ausgewählt. 
 
Abbildung 7: Schematischer Aufbau der Orbitrap Velos Pro (A) und der Orbitrap Fusion (B). 
Die mittels ESI generierten Ionen gelangen in das Massenspektrometer und werden dort fokussiert. In der C-Trap 
werden sie gesammelt und in den Orbitrap-Massenanalysator geschossen. Dort bewegen sich die Ionen auf einer 
Kreisbahn um die zentrale Spindel. Die spezifische Oszillation der verschiedenen Ionen wird als image current 
gemessen und per Fourier-Transformation in den jeweiligen m/z-Wert umgerechnet. In neueren Hybridinstrumenten 
kommt zudem eine lineare Ionenfalle zum Einsatz, die es ermöglicht während den Scans in der Orbitrap 
Fragmentionenspektren aufzuzeichnen (Quelle A: (Makarov and Scigelova, 2010); Quelle B: 
http://planetorbitrap.com)). 
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Zwei der häufig verwendeten Messmethoden, um Ionen zu fragmentieren, sind die 
High/High- und die High/Low-Methode. Im High/High-Modus werden die Vorläufer- 
und die Fragmentionen in der Orbitrap gemessen. Beide haben somit eine hohe 
Auflösung und Massengenauigkeit. Im High/Low-Modus hingegen werden die 
Fragmentionen in der linearen Ionenfalle gemessen. Der Vorteil dieser Methode ist, dass 
die Messung der Fragmentionen parallel zur Messung der Vorläuferionen in der Orbitrap 
stattfindet und die Scanraten kürzer sind. Die schnelleren Scanraten in der Ionenfalle sind 
aber mit einer niedrigen Auflösung und Massengenauigkeit verbunden. 
Je nach Aufbau des Massenspektrometers werden verschiedene Bauteile für das Filtern 
der Ionen verwendet, die später fragmentiert werden sollen. Bei einer Orbitrap Velos Pro 
(Abbildung 7A) werden die Ionen, die für die Fragmentierung ausgewählt wurden, in der 
linearen Ionenfalle selektiert und gesammelt, in die HCD-Zelle geleitet und fragmentiert, 
die Fragmente in der C-Trap gesammelt und in der Orbitrap analysiert (High/High). Für 
die High/Low-Messung in der Orbitrap Velos Pro werden die für die Fragmentierung 
ausgewählten Ionen in der linearen Ionenfalle gesammelt, mittels CID fragmentiert und 
gemessen. 
Bei der Orbitrap Fusion handelt es sich um ein Tribridmassenspektrometer, das zusätzlich 
zur Orbitrap und zur Ionenfalle einen Quadrupol als Massenfilter beinhaltet (Abbildung 
7B). Die Selektion der Ionen für die Fragmentierung kann mit dem Quadrupol oder der 
Ionenfalle durchgeführt werden. Außerdem können die Fragmentionen, die mit HCD oder 
CID generiert wurden, in der Orbitrap oder der Ionenfalle gemessen werden. Als 
zusätzliche Fragmentierungsoption kann zudem ETD verwendet werden. 
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3.1.3 Bottom-up Proteomics 
Unter dem Begriff Bottom-up Proteomics versteht man die Identifizierung und 
Quantifizierung von Proteinen anhand der Peptide, die durch einen Verdau mit einer 
Protease entstanden sind. Diese Peptide werden mittels LC-MS/MS analysiert. Hierzu 
müssen die Proteine zunächst aus einer biologischen Probe wie Zellen oder einem 
Gewebe mit einer passenden Methode extrahiert werden (Abbildung 8). 
 
Abbildung 8: Schematische Darstellung des Bottom-up Proteomics Arbeitsablaufes, der für die Messungen von 
Peptiden mittel LC-MS/MS verwendet wird. 
Zunächst werden die Proteine aus Zellen oder einem Gewebe extrahiert, mit einer Protease verdaut und mit Hilfe einer 
HPLC aufgetrennt, die online an ein Massenspektrometer gekoppelt ist. Die Ionisierung der aufgetrennten Peptide 
erfolgt mit Elektrosprayionisation, gefolgt von der Massenanalyse und Detektion im Massenspektrometer (Modifiziert 
nach (Meissner and Mann, 2014). 
 
Dieser Schritt stellt bereits einen kritischen Punkt dar, wenn es darum geht, dem in-vivo 
Zustand der Proteine, bezüglich posttranslationaler Modifikationen oder transienter 
Interaktionspartner, möglichst nahe zu kommen (Leon et al., 2013). 
So wird bei der Untersuchung von Phosphorylierungen neben einem Protease- zusätzlich 
ein Phosphataseinihibitor zugegeben, um unspezifische Dephosphorylierungen während 
des Aufschlussprozesses zu vermeiden. Um transiente Interaktionspartner nach einer Co-
IP zu untersuchen, kann bei Hefezellen ein besonders milder Cryoaufschluss mit einer 
Planetenmühle angewendet werden ((Subbotin and Chait, 2014), (Uthe et al., 2017)). Die 
extrahierten Proteine werden dann mit einem Detergens in Lösung gebracht. 
Ein weiterer Schritt, um Proteine vollständig zu entfalten und eine definierte Modifikation 
der entstandenen Thiole zu erreichen, ist die Reduktion und Alkylierung der Seitenketten 
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von Cysteinen (Abbildung 9). Die Reduktion der Disulfidbrücken führt zur besseren 
Denaturierung der Peptide und erzeugt zunächst reaktive Thiolgruppen. Durch die 
folgende Alkylierung mit Iodacetamid werden die Thiolgruppen einheitlich modifiziert. 
In der späteren Datenbanksuche können diese Carbamidomethylmodifikationen als feste 
Cysteinmodifikation mit der Masse 57.021464 Da definiert werden (Creasy and Cottrell, 
2002). 
 
Abbildung 9: Reaktionsschema der Reduktion und Alkylierung von Disulfidbrücken wie sie in 
Cysteinseitenketten vorkommen. 
Im ersten Schritt wird die Disulfidbrücke, unter der Bildung der beiden Thiole gespalten. Die reaktiven Thiole werden 
im zweiten Schritt selektiv mit Iodacetamid (IAA) alkyliert. 
 
Die enorme Leistungsfähigkeit von neuen Orbitraphybridmassenspektrometern in 
Kombination mit Bottom-up Workflows konnte bereits in mehreren Veröffentlichungen 
gezeigt werden ((Geiger et al., 2012), (Nagaraj et al., 2012)). Mit einem 4 h Gradienten 
kann eine komplexe Probe so aufgetrennt werden, dass 100.000 Peptide bzw. 8.000 
Proteine identifiziert und quantifiziert werden können. Aufgrund der enormen 
Datenmenge, die in nur einer Messung erzeugt wird, wurden Softwaretools entwickelt, 
die auf einer automatisierten Datenbanksuche basieren ((Perkins et al., 1999), (Cox and 
Mann, 2008)). 
3.1.3.1 Verdau von Proteinen 
Der Verdau der Proteine wird meistens mit Trypsin durchgeführt, da es die Proteine C-
terminal von Lysin und Arginin spaltet. Die entstandenen Peptide haben durch den N-
Terminus und die basische Aminosäure am C-Terminus mindestens zwei basische Reste, 
die für die weitere Analyse der Peptidsequenz, während der Fragmentierung im positiven 
Modus, vorteilhaft sind. Um eine vollständige Sequenzabdeckung der Proteine zu 
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erreichen, kann ein Protein mit verschiedenen Proteasen mit unterschiedlichen 
Schnittstellen verdaut werden. Weitere oft genutzte spezifische Proteasen sind GluC und 
AspN, die C-terminal nach Glutaminsäure bzw. N-terminal nach Asparaginsäure 
schneiden. Die Verwendung von unspezifischen Proteasen wie Elastase oder Thermolysin 
resultiert in einer Vielzahl von Peptiden, was zu einer guten Sequenzabdeckung führt. 
Allerdings entsteht somit eine höhere Probenkomplexität und die Intensität der einzelnen 
Peptide ist geringer als bei einer spezifischen Protease. 
Für den Verdau von Proteinen können prinzipiell zwei verschiedene Ansätze gewählt 
werden (Abbildung 10). Beim Gelverdau wird die Probe zunächst im denaturierten 
Zustand mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie angefärbt. Anschließend 
können einzelne Proteinbanden oder ganze Gelspuren ausgeschnitten werden. Die 
Gelstücke werden entfärbt, gewaschen und eingetrocknet, gefolgt von der Zugabe einer 
Protease. Die Gelstücke quellen wieder auf und die Protease schneidet die Proteine im 
Gel. Nach dem Verdau werden die Peptide aus der Gelmatrix extrahiert und für die 
folgende MS-Messung angesäuert damit die basischen Reste für die Messung im 
positiven Modus protoniert sind ((Shevchenko et al., 1996), (Lundby and Olsen, 2011)). 
Der Verdau von Proteinen in Lösung kann mit verschiedenen Methoden erreicht werden. 
Nach der Zelllyse liegen die Proteine im nativen Zustand in Lysepuffer vor. Durch die 
Zugabe eines Detergens wie SDS, SDC oder einer chaotropen Substanz wie Harnstoff in 
hohen Konzentrationen, werden die Proteine denaturiert. Ein kritischer Punkt bei dieser 
Strategie ist, dass die denaturierende Substanz für die LC-MS/MS Messung entfernt 
werden muss. Bei der Filter-aided sample preparation (FASP) kann die Probe zunächst in 
SDS-haltigem Puffer vorliegen (Wisniewski et al., 2009). Die Probe wird dann auf einen 
3-10 kDa Filter pipettiert und mit 8 M Harnstoff mehrfach gewaschen, indem die 
Waschlösung durch den Filter zentrifugiert wird. Anschließend muss die Probe durch die 
Zugabe einer Protease im Harnstoffpuffer bei Temperaturen von 18-22 °C verdaut 
werden, da der Harnstoff bei höheren Temperaturen mit den Seitenketten von Lysin, 
Arginin und dem N-Terminus reagiert (Carbamylierungen). Alternativ kann die Probe 
auch ohne SDS direkt mit Harnstoff denaturiert und verdaut werden. 
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Abbildung 10: Schematische Darstellung eines (A) In-Lösungs- und eines (B) In-Gel-Verdaus. 
Bei beiden Ansätzen werden die Proteine im Zelllysat zunächst reduziert und alkyliert. Die denaturierten Proteine 
können dann entweder in Lösung verdaut werden (A) oder über die Auftrennung mittels SDS-PAGE im Gel verdaut 
werden (B). 
 
Die Verwendung von Natriumdesoxycholat (SDC) als Detergens hat den Vorteil, dass es 
nach dem Verdau aus der Lösung entfernt werden kann. Hierzu wird die Probe mit 
Essigsäureethylester gemischt und mit TFA angesäuert. Das protonierte SDC löst sich im 
Ethylacetat und kann von der wässrigen Phase abgetrennt werden (Masuda et al., 2008). 
Nachdem das restliche Ethylacetat abgedampft ist, können die Proben mittels StageTips 
entsalzt werden (Rappsilber et al., 2007). Hierzu werden mehrere Scheiben aus C18-
Material in einer Pipettenspitze platziert. Nach der Äquilibrierung werden die Peptide auf 
das C18-Material geladen, gewaschen und mit Acetonitril eluiert. Die Messung der 
Proben erfolgt in einer leicht sauren Lösung mit 2 % Acetonitril. 
Vergleicht man den Verdau im Gel mit dem Verdau in Lösung, so haben beide Methoden 
ihre Vor- und Nachteile. Beim Gelverdau ist die Probe frei von Detergenzien, wodurch 
keine Waschschritte durchgeführt werden müssen, um diese zu entfernen. Durch die 
Auftrennung der Probe im Gel können Proteine mit einer bestimmten Masse 
ausgeschnitten werden oder eine komplexe Probe für die Messungen fraktioniert werden. 
Durch die reduzierte Probenkomplexität können mehr niedrig abundante Proteine 
identifiziert werden. Im Gegensatz hierzu muss beim Verdau in Lösung das Detergens 
mit mehreren Wasch- oder Fällungsschritten entfernt werden. Die verdaute Probe kann 
durch die fehlende Fraktionierung eine hohe Probenkomplexität haben, weswegen die 
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Messung auf einer langen Säule mit einem längeren Gradienten durchgeführt werden 
muss. Der Vorteil des Verdaus in Lösung ist, dass bei zwei Proben nur zwei Messungen 
und nicht die einzelnen Messungen der Fraktionen von den Proben miteinander 
verglichen werden müssen. 
3.1.3.2 LC-MS 
Um auch Verdaue komplexerer Proteinmischungen analysieren zu können, müssen vor 
der Messung der Peptide Detergenzien und Puffersubstanzen entfernt werden, da die 
Proben mittels Umkehrphasenchromatographie und Elektrosprayionisation aufgetrennt 
und ionisiert werden ((Puchades et al., 1999), (Rappsilber et al., 2003)). Salze im Puffer 
stören die Ionisierung und Detergenzien binden an die C18-Säule und stören die 
Auftrennung der Peptide. Auf der hydrophoben, analytischen Säule werden die Peptide 
aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen mit der stationären und mobilen Phase aus 
Wasser und organischem Lösemittel wie Acetonitril aufgetrennt (Abbildung 11). 
 
Abbildung 11: Experimentelle Anordnung eines LC-MS Experiments. 
Die Peptide aus einem Proteinverdau werden über den Autosampler auf die analytische Säule geladen. Unter hohem 
Druck werden die Peptide auf der Säule aufgrund ihrer hydrophoben Wechselwirkung aufgetrennt, mittels ESI ionisiert 
und online in das Vakuum des Massenspektrometers transferiert und gemessen(Quelle: (Steen and Mann, 2004)). 
 
Polare Peptide eluieren früher von der Säule, da sie weniger mit der Säule wechselwirken, 
hydrophobe Peptide hingegen binden stärker an die Säule und werden erst mit höheren 
Konzentrationen an organischem Lösemittel eluiert. Die Trennleistung der analytischen 
Säule hängt dabei maßgeblich von der Partikelgröße des Säulenmaterials ab. Durch die 
Verwendung eines längeren Gradienten kann die Auftrennung weiter erhöht werden. Die 
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LC ist mittels ESI online mit dem Massenspektrometer verbunden, wodurch eine 
kontinuierliche Detektion der Analyten mit dem MS erfolgt. Die dadurch generierten 
chromatographischen Daten werden in der Form des gemessenen Ionenstroms über die 
Gradientenzeit aufgezeichnet (Total Ion Current; TIC). Außerdem werden die m/z-Werte, 
die Intensität und die Fragmente der Peptide ermittelt (Meissner and Mann, 2014). 
3.1.3.3 Fragmentierung von Peptiden 
Die Fragmentierung von Peptiden kann im Massenspektrometer mit unterschiedlichen 
Methoden erfolgen. Zunächst wird in einem Übersichtsscan (MS1) die Masse des Proteins 
oder der Peptide gemessen. Diese Vorläufermassen werden selektiv ausgewählt und 
können je nach Ladung und Modifikationen entsprechend fragmentiert werden. Für große 
Moleküle wie Proteine und lange Peptide, die eine Ladung von mehr als +3 haben oder 
posttranslationale Modifikationen (PTMs) aufweisen, ist die Fragmentierung mittels 
Elektronentransfer geeignet ((Zubarev et al., 1998), (Syka et al., 2004)). Hierbei wird mit 
Flouranthen, das in die Ionenfalle geleitet wird, ein Elektron auf das selektierte Peptid 
oder Protein übertragen und somit die Fragmentierung induziert. Die Fragmente entstehen 
unabhängig von der Aminosäuresequenz in der Form von c- und z-Ionen (Abbildung 12; 
(Roepstorff and Fohlman, 1984), (Biemann, 1992)). Phosphorylierungen, 
Glykosylierungen und andere Modifikationen, die bei einer Fragmentierung mittels CID 
vom Peptid abgespalten werden, bleiben nach der Fragmentierung mit ETD erhalten und 
können genauer analysiert werden. 
In einem bottom-up Experiment, bei dem die PTMs eine untergeordnete Rolle spielen 
und die Peptide durch den tryptischen Verdau im Regelfall eine Ladung von +2 besitzen, 
wird die Fragmentierung durch stoßinduzierte Dissoziation (CID oder HCD) 
herbeigeführt ((Hunt et al., 1986), (Frese et al., 2011)). In diesem Prozess werden die 
protonierten Peptide durch Anregung an der Amidbindung des Peptidrückgrats zur 
Kollision mit einem inerten Gas wie Helium oder Stickstoff gebracht. Dabei entstehen die 
Fragmentionen, wenn die interne Energie die energetische Hürde für die Spaltung einer 
kovalenten Bindung erreicht hat. 
Die entstandenen Fragmentionen lassen sich in b- und y-Ionen unterteilen, welche die N- 
und C-terminale Ionenserie des Peptids widerspiegeln (Abbildung 12). Bei der 
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Verwendung von HCD in einer separaten Kollisionszelle besteht die Möglichkeit, kleine 
Reporterionen zu verwenden (ITRAQ), da die Limitation des low mass cut-off nur auf die 
Fragmentierung mit CID innerhalb der Ionenfalle zutrifft. 
 
Abbildung 12: Schematische Darstellung der Peptidfragmente nach der Nomenklatur von Biemann. 
Die a-, b- und c –Ionen bilden die N-terminale Ionenserie. Die x-, y- und z –Ionen bilden die C-terminale Ionenserie. 
 
Der Massenunterschied zwischen zwei Ionen innerhalb einer Ionenserie, entspricht der 
Masse einer oder mehrerer Aminosäuren des fragmentierten Peptids abzüglich der Masse 
von Wasser (Abbildung 13). Anhand des MS2-Spektrums kann durch manuelle 
Auswertung oder durch eine Datenbanksuche die Sequenz von Peptiden ermittelt werden. 
Bei komplexen Proteinproben können die Teilsequenzen wieder den generierten Peptiden 
der jeweiligen Proteine zugeordnet werden (Perkins et al., 1999). 
 
Abbildung 13: Schematische Darstellung der y-Ionen des Peptids YLHMPA in einem Fragmentionenspektrum. 
Bei einer stoßinduzierten Fragmentierung mittels CID oder HCD werden die Aminosäuren an den Peptidbindungen 
gespalten, was zu y- und b-Ionen führt. 
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3.1.3.4 Identifizierung von Peptiden und Proteinen 
Nach dem Verdau der Proteine und der anschließenden Fragmentierung der Peptide, 
werden die MS/MS-Spektren dazu genutzt, um mit rechnergestützten Methoden die 
Aminosäuresequenzen der Peptide zu identifizieren. Es gibt drei grundlegende Methoden, 
um MS/MS-Spektren einer Peptidsequenz zuzuordnen. Diese werden im Folgenden 
beschrieben: 
Beim Spectral Matching werden die experimentell generierten Fragmentionenspektren 
mit den theoretischen Spektren von Peptiden aus einer Datenbank verglichen (Abbildung 
14). 
 
Abbildung 14: Identifizierung von Peptiden mittels Datenbanksuche der MS/MS-Spektren. 
Die gemessenen Spektren werden mit theoretischen MS/MS-Spektren verglichen. Mit einem Scoring-Modell wird die 
Ähnlichkeit der Spektren ermittelt und in einer Rangliste zusammengefasst (Quelle: (Nesvizhskii et al., 2007)). 
 
Die theoretischen Spektren beinhalten hierbei keine unterschiedlichen Intensitäten der 
Fragmentionen und nur kanonische Fragmente. Der Suchraum wird durch den Benutzer 
begrenzt, indem die Massentoleranz, die verwendete Protease und die zu erwartenden 
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festen und variablen Modifikationen angegeben werden. Bei den identifizierten Peptiden 
wird zudem zwischen den razor und unique Peptiden unterschieden. Unique Peptide 
haben eine einzigartige Aminosäuresequenz, die in keinem anderen Protein enthalten ist. 
Razor Peptide können nicht eindeutig nur einem Protein der verwendeten Datenbank 
zugeordnet werden (Nesvizhskii and Aebersold, 2005). Sie sind somit potentieller 
Bestandteil von mehreren Proteinen innerhalb einer Datenbanksuche. 
Jedem potentiellen theoretischen MS/MS-Spektrum, das zu dem experimentell erzeugten 
Spektrum passt, wird ein Score zugeordnet, der als Indiz für die Ähnlichkeit der Spektren 
gilt. Besser als ein willkürlicher Score ist die Verwendung der False Discovery Rate 
(FDR, (Benjamini and Hochberg, 1995)). Die FDR gibt an, wie wahrscheinlich es ist, 
dass die Nullhypothese zutrifft und ein potentieller Datenbanktreffer als falsch positiv 
angegeben wird (Kall et al., 2008). Die FDR einer Datenbanksuche kann einfach ermittelt 
werden, indem die gleiche Suche zusätzlich gegen die umgekehrten Sequenzen 
durchgeführt wird (Elias and Gygi, 2007). Alle Peptide, die in der Suche umgekehrten 
Sequenzen zugeordnet werden können, sind falsch-positive Treffer. Diese 
Wahrscheinlichkeit, falsch-positive Treffer zu generieren, wird auf die Suche gegen die 
richtigen Sequenzen übertragen. Gebräuchlich ist die Verwendung einer FDR von 1 %, 
was bedeutet, dass eine Wahrscheinlichkeit von maximal 1 % für jedes MS/MS-Spektrum 
besteht, falsch zugeordnet zu werden. Zwei weitverbreitete Suchplattformen, die auf dem 
Prinzip des spectral matching basieren, sind Mascot (Perkins et al., 1999) und Maxquant 
(Cox and Mann, 2008). 
Bei der Identifizierung mittels Spectral Library Searching werden die MS/MS-Spektren 
mit den bereits experimentell ermittelten Spektren aus einer Datenbank verglichen. Diese 
Spektren erhalten im Vergleich zum Spectral Matching die Intensitätsinformation der 
einzelnen Fragmente, und Peaks von nichtkanonischen Fragmentionen. Somit ist vor 
allem die Identifizierung von Spektren mit niedrigen Intensitäten zuverlässiger und 
generell schneller (Zhang et al., 2011). Mittlerweile gibt es eine Vielzahl von 
Suchmaschinen, die auf dem Prinzip des Spectral Library Searching basieren: z.B. 
SpectraST (Lam et al., 2007), X!Hunter (Craig et al., 2006), Bibliospec (Frewen et al., 
2006). 
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Eine weitere Möglichkeit, um aus den gemessenen Peptidfragmenten die Peptidsequenz 
zu bestimmen, ist die de-novo-Sequenzierung (Taylor and Johnson, 1997). Hierbei 
werden die Peptidsequenzen mit einem Algorithmus direkt von den MS/MS-Spektren 
ermittelt, indem alle Kombinationen der detektierten Aminosäure angenommen werden. 
Durch den großen Suchraum dauert die de novo Sequenzierung länger als eine 
Datenbanksuche und als Ergebnis können auch mehrere Peptidsequenzen für ein MS/MS-
Spektrum in Frage kommen. Ist die Aminosäuresequenz nicht genau bekannt, wie zum 
Beispiel beim variablen Teil von Antikörpern, kann diese durch eine de-novo-
Sequenzierung ermittelt werden. Somit stellt diese Methode eine wichtige Alternative 
zum Spectral Matching und zum Spectral Library Searching dar. Eine leistungsfähige 
und benutzerfreundliche Software, die auf diesem Prinzip beruht ist das Programm Peaks 
(Ma et al., 2003). 
3.1.4 Quantifizierung von Proteinen und Peptiden 
Neben der Identifizierung von Proteinen und Peptiden ist die Quantifizierung das 
wichtigste Ziel in der Massenspektrometrie. Die relative Quantifizierung ist besonders für 
komplexe Proben mit 1000 und mehr Peptiden geeignet, bei der alle Peptide innerhalb der 
Probe quantifiziert werden sollen. Hierzu werden zwei oder mehrere Proben miteinander 
verglichen. Die Veränderungen der Proteinmengen werden relativ zur Referenzprobe 
angegeben. Im Rahmen der relativen Quantifizierung gibt es wiederum verschiedene 
Möglichkeiten, die sich hinsichtlich ihrer Genauigkeit unterscheiden (Elliott et al., 2009). 
Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurden zahlreiche Markierungsstrategien entwickelt, um 
die relative Quantifizierung von Proteinen und Peptiden zu ermöglichen (Lehmann, 
2017). Die gebräuchlichen Methoden reichen von der metabolischen Markierung aller 
Proteine mit stabilen Isotopen über die chemische Markierung auf Peptidebene bis hin zur 
markierungsfreien Quantifizierung (Abbildung 15).  
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Abbildung 15: Schematische Darstellung verschiedener Markierungsstrategien, die für die relative 
Quantifizierung von Proteinen und Peptiden mit Massenspektrometrie verwendet werden. 
Der einfachste Ansatz ist der markierungsfreie Vergleich zweier Proben (LFQ). Die Proben werden hierbei komplett 
parallel bearbeitet und gemessen. Erst die Datenauswertung und Quantifizierung wird zusammen durchgeführt Bei der 
chemischen Markierung können die Proben bereits auf Protein oder Peptidebene vereint werden, wodurch nur eine 
Messung durchgeführt werden muss. Die genaueste Methode stellt die metabolische Markierung dar, da die zu 
vergleichenden Proben sehr früh vereint werden können und alle folgenden Schritte zusammen durchgeführt werden 
(Modifiziert nach Bantscheff 2007). 
 
3.1.4.1 Markierungsfreie Quantifizierung (LFQ) 
Die markierungsfreie Quantifizierung von Peptiden und Proteinen ist eine kostengünstige 
Alternative zur metabolischen oder chemischen Markierung mit stabilen Isotopen (Elliott 
et al., 2009). Ein weiterer Vorteil ist, dass alle Probenvorbereitungsschritte entfallen, die 
mit der Markierung in Verbindung stehen, was zur weiteren einfachen Handhabung 
beiträgt. Klinische Proben, wie Gewebe oder Blut, die nicht metabolisch markiert werden 
können und große Datensätze, die zu viele unterschiedliche 
Isotopenmarkierungsvarianten benötigen, sind gute Beispiele für die Verwendung einer 
markierungsfreien Quantifizierung ((Megger et al., 2013), (Dephoure and Gygi, 2012)). 
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Die Quantifizierung der Peptide kann zum einen durch die Anzahl der Spektren (Spectral 
Counting) oder zum anderen durch die Intensität des extrahierten Ionenchromatogramms 
(XIC) ermittelt werden (Abbildung 16). Die Software Scaffold, die von Brian Searle 
entwickelt wurde, ermöglicht die Quantifizierung über die Spektrenzahl (Searle, 2010). 
Außerdem wird in Mascot ein sogenannter emPAI-Wert (Exponentially Modified Protein 
Abundance Index) angegeben, der auf den Spektrenzahlen beruht (Ishihama et al., 2005). 
Insgesamt betrachtet ist die Anzahl der Spektren eher eine grobe Abschätzung, wie oft 
eine Substanz gemessen wird, aber nicht wieviel bzw. mit welcher Intensität diese 
gemessen wurde. 
 
Abbildung 16 Schematische Darstellung eines markierungsfreien bottom-up workflows. 
Die Probenvorbereitung und die Messung werden  komplett getrennt durchgeführt. Die Quantifizierung der Proteine 
kann über die Anzahl der Spektren oder die Intensität der einzelnen Peptide erfolgen (Modifiziert nach (Deracinois et 
al., 2013). 
 
Eine wesentlich genauere Methode, um Proteine und Peptide ohne eine Markierung zu 
quantifizieren, kann mit den Intensitäten der Extracted Ion Currents (XICs) erreicht 
werden. Dabei werden die Massen der einzelnen Ionen aus dem Total Ion Current (TIC) 
extrahiert und als Chromatogramm in Abhängigkeit der Intensität dargestellt. Die Option 
MaxLFQ, die in Maxquant implementiert ist, ermöglicht die Quantifizierung von 
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Proteinen über die gemessenen Intensitäten der zugehörigen Peptide aus den XICs. 
Gerade für niedrig abundante Peptide ist die Quantifizierung über die Peakintensitäten 
genauer als mit der Spektrenanzahl (Cox et al., 2014). Hierbei ist es wichtig, dass 
möglichst viele Peptide in allen Proben identifiziert werden, damit für die Quantifizierung 
der Proteine, genügend Datenpunkte zur Verfügung stehen (Cox and Mann, 2008). 
Zudem sorgt eine hohe Massengenauigkeit dafür, dass die XICs nicht durch andere 
Peptidsignale verfälscht werden. 
3.1.4.2 Markierung von Peptiden mit 18O 
Die Markierung von Peptiden mit 18O am C-Terminus und/oder an sauren Resten von 
Aminosäuren ist eine Methode, die zur relativen Quantifizierung verwendet wird. 
Innerhalb der Quantifizierungsmethoden, die in der Massenspektrometrie verwendet 
werden, ist sie im Hinblick auf die Genauigkeit zwischen der metabolischen Markierung 
und dem markierungsfreien Ansatz anzusiedeln (Miyagi and Rao, 2007). Da die Proben 
auf der Peptidebene markiert werden, können beide Proben wie bei der chemischen 
Markierung zusammen gemessen werden (Abbildung 15). 
Es konnte bereits in mehreren Veröffentlichungen gezeigt werden, dass die unspezifische 
Markierung der Carboxylgruppen säurekatalysiert erreicht werden kann ((Murphy and 
Clay, 1979), (Liu et al., 2010), (Haaf and Schlosser, 2012)). Sollen jedoch nur die C-
Termini markiert werden, kann durch einen Proteinverdau mit einer Protease wie Trypsin, 
die C-terminal nach Lysin oder Arginin spaltet, bei der Verwendung von H218O und 
einem leicht basischen pH von 8, der Einbau von einem 18O in die Carbonsäure des 
Peptides erfolgen. Gespaltene Peptide können erneut an die Protease binden und es kann 
zum Einbau eines zweiten 18O kommen (Abbildung 17). Diese zweite Markierung dauert 
bei einem pH von 8 wesentlich länger und es kann zu einem Gemisch von einfach und 
zweifach markierten Peptiden kommen. Deshalb wurde der zweite 18O Einbau bei pH 6 
durchgeführten werden, da die Enzymaktivität somit deutlich gesteigert ist ((Hajkova et 
al., 2006), (Loftheim et al., 2010)). 
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Abbildung 17: Reaktionsschema der proteolytischen 18O-Markierung von Peptiden am C-Terminus. 
Beim tryptischen Verdau entsteht ein intermediäres Enzym-Peptidester, das in 18O-Wasser hydrolysiert und somit zum 
ersten Einbau von einem 18O-Atom führt. Das markierte Peptid kann erneut mit Trypsin einen Ester bilden, wird ein 
weiteres Mal in 18O-Wasser hydrolysiert und ist somit 2-mal mit 18O-Atomen markiert. 
 
Nach der vollständigen Markierung des C-Terminus mit zweimal 18O muss in der 
weiteren Handhabung der Proben darauf geachtet werden, dass es nicht zu einem 
Rücktausch von 18O durch Trypsin kommt, wenn die Probe in H216O gemessen wird. Die 
Inaktivierung von Trypsin in der Probe kann durch Hitze (Petritis et al., 2009), die 
Absenkung des pH-Wertes (Stewart et al., 2001), die Verwendung von immobilisiertem 
Trypsin (Sevinsky et al., 2007) oder mit einem Proteaseinhibitor erfolgen (Dentan et al., 
1996). 
3.1.4.3 Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture (SILAC) 
Die metabolische Markierung von Proteinen in menschlichen Zelllinien ist die Methode 
der Wahl bei der relativen Quantifizierung von komplexen Proben (Ong et al., 2002). Um 
einen minimalen Abstand von 6 Da zwischen leichtem und schwerem Peptid zu 
erreichen, reicht es bei Lysin und Arginin aus, wenn alle Kohlenstoffe als 13C vorliegen. 
Außerdem können die vorhandenen Stickstoffatome durch 15N ersetzt werden, um einen 
größeren Abstand der Isotopenmuster zu erreichen (Abbildung 18). 
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Abbildung 18: Strukturformel der Aminosäuren Lysin und Arginin, die für das metabolische Labeling mit 
schweren Isotopen markiert wurden (A). Exemplarische Massenverschiebung eines Peptids, die durch SILAC 
erzeugt wurde (B). 
(A) Bei beiden Aminosäuren Lysin und Arginin wurden alle Kohlenstoff- und Stickstoffatome durch die stabilen 
Isotope 13C und 15N ersetzt. (B) Dadurch kommt es bei der relativen Quantifizierung im Regelfall zu einem 
Massenunterschied von 8 Da bei Lysin und 10 Da bei Arginin. 
 
Die Verwendung von Lysin und Arginin hat zudem den Vorteil, dass nach dem 
tryptischen Verdau der Proteine jedes Peptid mindestens ein Lysin oder Arginin aufweist 
und somit als leichte und schwere Version vorliegt. Die metabolische Konversion von 
Arginin zu Prolin muss zudem beachtet werden, da es sonst zu Fehlern bei der 
Quantifizierung kommen kann (Ong et al., 2003). Die Zugabe von einem leichten 
Überschuss an Prolin ins Zellmedium kann diesen ungewünschten Effekt verhindern. 
Nach etwa fünf Zellverdopplungen im SILAC-Medium sind die Zellen vollständig 
markiert. Durch die Möglichkeit der Auswertung von SILAC-Daten mit der Software 
Maxquant findet diese Markierungsmethode eine breite Anwendung innerhalb des 
massenspektrometrischen Forschungsfeldes (Cox and Mann, 2008). 
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3.2 Protein-Protein Interaktionen 
Protein-Protein Interaktionen sind ein wesentlicher Bestandteil von zellulären Prozessen 
((Giot et al., 2003), (Li et al., 2004), (Krogan et al., 2006)). Das Verständnis dieser 
Interaktionen ist somit essentiell, um biologische Prozesse wie die DNA-Replikation, die 
Translation, das Spleißen und die Sekretion besser zu verstehen. Es gibt verschiedene 
Arten von Protein-Protein Interaktionen, die sich hinsichtlich ihrer Dauer, Spezifität und 
Position unterscheiden. 
Proteine, die eine hohe Affinität zueinander haben und sogenannte Proteinkomplexe 
bilden sind oft dauerhaft miteinander verbunden, um eine Vielzahl von unterschiedlichen 
Funktionen zu erfüllen (Taatjes, 2010). Im Gegensatz hierzu stehen transiente 
Interaktionen, die nur sehr schwach und kurzzeitig stattfinden (Nooren and Thornton, 
2003). Hierzu zählen unter anderem die Interaktionen von Kinasen mit ihren 
Substratproteinen (Bose et al., 2006). 
Um Proteininteraktionen auf molekularer Ebene zu untersuchen gibt es verschiedene 
analytische, mikroskopische und molekularbiologische Methoden. Zur letzteren gehören 
Methoden der Expressionsklonierung, wie das two-hybrid System, das von Fields und 
Song entwickelt wurde (Fields and Song, 1989). Es basiert auf der Wirkungsweise des 
GAL4-Transkriptionsaktivators, der eine DNA-Bindedomäne (C-termial) und eine saure 
Aktivatordomäne (N-terminal) aufweist. Wenn die Interaktion von zwei Proteinen 
überprüft werden soll, wird an das eine Protein die DNA-Bindedomäne und an das andere 
Protein die Aktivatordomäne angehängt. Interagieren die beiden Proteine miteinander, 
kommt es zur Expression des Reportergens. Die meisten bekannten Protein-Protein 
Interaktionen wurden durch große two-hybrid-Screenings beschrieben (Ito et al., 2001). 
Eine mikroskopische Methode zur Untersuchung von Protein-Protein Interaktionen ist 
mittels Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer möglich (FRET). Bei dieser Methode wird 
zunächst das Donorfluorophor mit einer spezifischen Wellenlänge angeregt. Befindet sich 
der Donor wenige Nanometer vom Akzeptorfluorophor entfernt, kann die Energie 
strahlungsfrei übertragen werden (Förster, 1948). Der Akzeptor emittiert dann in einer 
spezifischen Wellenlänge, was das mikroskopische Readout darstellt. Sind sowohl der 
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Donor als auch der Akzeptor an zwei Proteine gekoppelt, kann eine Interaktion über die 
Emission des Akzeptors bestimmt werden (Jares-Erijman and Jovin, 2003). 
3.2.1 Co-Immunpräzipitation (Co-IP) 
Eine weitere leistungsfähige Methode um Protein-Protein Interaktionen zu identifizieren, 
ist die Anreicherung eines Zielproteins und dessen Interaktionspartner mittels Co-
Immunpräzipiation (Abbildung 19). Die Methode beruht auf dem Prinzip, dass 
Antikörper mit ihrem variablen Teil sehr spezifisch an bestimmte Aminosäuresequenzen 
von Proteinen binden. Das antigentragende Protein und dessen Interaktionspartner können 
damit aus einem komplexen Zelllysat angereichert werden. Nach der Anreicherung 
werden unspezifisch bindende Proteine mit Waschpuffer entfernt und die spezifischen 
Bindepartner und interagierenden Proteine von den Antikörpern eluiert. Dies wird durch 
die Denaturierung der Proteine durch ein Detergens wie SDS und/oder hohe 
Temperaturen (70°C) erreicht. Die Analyse der gebundenen Proteine kann nach der 
Auftrennung mittels SDS-PAGE mit Immundetektion (Western Blot, (Nowinski et al., 
1979)) oder mittels Massenspektrometrie erfolgen. 
 
Abbildung 19: Schematische Darstellung einer Co-Immunpräzipitation. 
Der Antikörper, der gegen das spezifische Antigen gerichtet ist, ist an Beads fixiert und wird mit einem Zelllysat 
inkubiert. Nachdem das Antigen und interagierende Proteine an den Antikörper gebunden haben werden mehrere 
Waschschritte durchgeführt, um nicht-spezifische Bindungspartner zu lösen. Die gebundenen Proteine werden dann von 
den Beads eluiert und können entweder mittels SDS-PAGE und Western Blot oder mittels Massenspektrometrie 
untersucht werden. 
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Die Methode der Wahl ist, alle Proteine nach einer Co-IP mittels Massenspektrometrie zu 
identifizieren, wodurch neue unbekannte Interaktionen aufgeklärt werden können. Diese 
Methode kann auch in quantitativer Weise mit einer Kontrollprobe genutzt werden, um 
spezifisch von unspezifisch unterscheiden zu können (Selbach and Mann, 2006). Beim 
Western Blot muss für jedes Protein ein Antikörper verfügbar sein und einzeln getestet 
werden. Die Analyse mittels Massenspektrometrie ist somit ein ungerichteter Ansatz, der 
dem Western Blot nur im Hinblick auf die Sensitivität unterlegen ist. 
Für die Untersuchung von transienten Interaktionen können ein besonders milder 
Zellaufschluss und milde Waschbedingungen während der Co-IP zielführend sein (Uthe 
et al., 2017). Jedoch beinhalten die Daten keine Information über die Topologie der 
gefundenen Interaktionen. Jedes angereicherte Protein ist ein potentieller 
Interaktionspartner des Baitproteins. Um herauszufinden, wie die Proteine miteinander 
interagieren, kann die Aufreinigung der Proteine mit chemischem Quervernetzen und 
einer massen-spektrometrischen Detektion kombiniert werdern (Kapitel 3.2.3, (Liu et al., 
2015), (Wang et al., 2017)). 
3.2.2 Chemisches Quervernetzen von Proteinen 
Werden Quervernetzung und Massenspektrometrie der entstandenen vernetzten Peptide 
kombiniert, können Distanzinformationen von reaktiven Gruppen in Proteinen ermittelt 
werden. Diese Distanzeinschränkungen können dazu verwendet werden, die Struktur 
eines Proteins oder eines Proteinkomplexes zusammen mit anderen Methoden genauer zu 
definieren (Back et al., 2003; Young et al., 2000). Das chemische Quervernetzen von 
Proteinen wird aber auch zunehmend dafür verwendet, um direkte Proteininteraktionen 
nachzuweisen (Beth et al., 1986). Der Nachweis von zwei quervernetzten Peptiden, die 
aus zwei unterschiedlichen Proteinen stammen, ist ein starker Hinweis auf eine Protein-
Protein-Interaktion (Zhang et al., 2009). Die genaue Stelle der Interaktion innerhalb der 
Proteine bietet zudem die Informationen für die weitere funktionelle Analyse (Leitner et 
al., 2016). 
Die kommerzielle Verfügbarkeit einer Vielzahl von verschiedenen Substanzen zum 
Quervernetzen von Proteinen stellt die Grundlage für die Anwendung in vielen Laboren 
dar. Die vermutlich am meisten benutzten Crosslinker sind die aminreaktiven NHS-Ester 
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(Abbildung 20A, (Staros, 1982). Neben der wasserunlöslichen Form, die mit organischen 
Lösungsmitteln wie DMSO verwendet werden muss, gibt es auch modifizierte 
Substanzen mit einer wasserlöslichen Sulfatgruppe. NHS-Ester reagieren mit 
nukleophilen Gruppen wie primären und sekundären Aminen (Abbildung 21A). Mit 
steigendem pH-Wert nehmen die Reaktivität mit Aminen und die Hydrolyse zu (Staros, 
1988). 
 
Abbildung 20: Schematische Darstellung von verschiedenen Crosslinkern, die zum Quervernetzen von Proteinen 
verwendet werden können. 
A) Homobifunktionaler Crosslinker, der an beiden Seiten die gleiche reaktive Gruppe aufweist. BS3 ist ein 
weitverbreiteter wasserlöslicher Crosslinker. Die NHS-Ester reagieren hauptsächlich mit den primären Aminen von 
Lysinseitenketten. 
B) Heterobifunktionaler Crosslinker Sulfo-SMCC, der Lysine mit Thiolen von reduzierten Disulfidbrücken vernetzen 
kann. C) Trifunktionaler Crosslinker Sulfo-SBED: Die beiden reaktiven Gruppen reagieren mit Lysinen und nach UV-
Puls mit verschiedenen Stellen im Protein. Quervernetzte Peptide können über die Biotingruppe angereichert werden. 
D) Homobifunktionaler MS2-spaltbarer Crosslinker: Nach der Reaktion mit Lysinen an beiden Enden des Linkers 
können die beiden C-S-Bindungen selektiv mit niedriger CID-Energie gespalten werden. Die getrennten Peptide 
können danach im MS3 mit höherer Energie fragmentiert werden (Modifiziert nach (Sinz, 2006)). 
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Eine weitere Vernetzungsmöglichkeit bieten Crosslinker mit einer Maleimidfunktion 
(Abbildung 20B). Maleimide reagieren in einem pH-Bereich von 6.5-7.5 mit Thiolen 
(Smyth et al., 1964)), die in den Seitenketten von Cysteinen vorhanden sind (Abbildung 
21B). Mit steigendem pH-Wert nehmen die Reaktivität mit Aminen und die Hydrolyse zu 
(Brewer and Riehm, 1967). Da die Seitenketten von Cysteinen oft als Disulfidbrücken 
vorliegen, müssen Proteine erst reduziert werden bevor die Verlinkungsreaktion 
stattfinden kann. Dieser Schritt kann jedoch die räumliche Struktur des Proteins 
verändern. 
Crosslinker mit einer photoaktivierbaren Gruppe können durch die Bestrahlung mit UV-
Licht gezielt zur Reaktion gebracht werden. Im Falle von Sulfo-SBED (Abbildung 20C) 
wird der Crosslinker zunächst zur Proteinmischung gegeben, wo er durch den 
aminreaktiven NHS-Ester an eine Lysinseitenkette kovalent bindet. Im nächsten Schritt 
wird das photoreaktive Arylazid mit UV-Licht zu einem Nitren umgewandelt, das 
unspezifisch mit Doppelbindungen oder aktiven Wasserstoffbindungen reagiert 
(Abbildung 21C, (Sinz, 2006)). 
Die dritte funktionelle Gruppe in Sulfo-SBED ist das Biotin, welches für die 
Affinitätsreinigung verwendet wird. Aufgrund der niedrigen Abundanz von 
quervernetzten Proteinen/Peptiden in einer komplexen Proteinmischung, stellt deren 
Anreicherung einen wichtigen Aspekt dar, um gute Massenspektren zu erhalten ((Trester-
Zedlitz et al., 2003), (Fujii et al., 2004)). Zusätzlich kann der trifunktionale Linker nach 
der Anreicherung an der vorhandenen Disulfidbrücke reduktiv gespalten werden. 
Quervernetzte Peptide werden somit getrennt, haben jedoch eine für den Crosslinker 
spezifische Modifikation, die bei der Datenbanksuche genutzt werden kann. Weiterhin ist 
somit keine spezielle Software notwendig, die gemischte Spektren von zwei 
quervernetzten Peptiden identifizieren kann. 
Einleitung 
 
50 
 
Abbildung 21: Reaktionsschema verschiedener funktioneller Gruppen, die zum Quervernetzen von Proteinen 
verwendet werden. 
Aminreaktive NHS-Ester,. B) Thiolreaktive Maleimide, C) Photoreaktive Arylazide (Modifiziert nach (Sinz, 2006). 
 
Die Verwendung von im Massenspektrometer selektiv spaltbaren Crosslinkern ist eine 
Möglichkeit, um die Datenauswertung bei XL-Versuchen zu vereinfachen (Kao et al., 
2011). Zunächst werden mit dem Crosslinker (z .B. DSSO) über die aminreaktiven NHS-
Ester zwei Proteine miteinander quervernetzt. Nach dem Verdau der Proteine können die 
beiden vernetzten Peptide mit niedriger Kollisionsenergie selektiv getrennt werden. 
Anschließend können die getrennten Peptide im MS3-Modus mit mehr Energie 
fragmentiert werden und somit identifiziert werden. Die MS3-Spektren können dann wie 
MS2-Spektren in einer normalen Datenbanksuche verwendet werden. Die Anwendung 
dieser Technologie auf Proteomebene konnte bereits erfolgreich gezeigt werden (Liu et 
al., 2017). 
Bei der Quervernetzung einer Proteinlösung entstehen nach dem Verdau Peptide, die 
verschiedene Modifikationen aufweisen. Diese Peptide können in drei verschiedene 
Kategorien eingeordnet werden (Tabelle 1). Reagiert nur ein Teil des Crosslinkers mit 
einem Peptid und der andere Teil mit einem kleinen Molekül, wie Wasser oder 
Ammonium, liegt eine Dead-End Modifikation vor (Typ 0). Liegen innerhalb eines 
Proteins zwei reaktive Seitenketten nahe beieinander und reagieren beide mit einem 
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Crosslinker, so entsteht eine Intralinkmodifikation (Typ 1). Wenn beide reaktive Gruppen 
des Crosslinkers mit zwei Proteinen oder zwei Proteinabschnitten eines Proteins 
reagieren, die durch die Sekundärstruktur nahe beieinander liegen, entstehen nach dem 
Verdau zwei Peptide, die über den Linkerteil des Crosslinkers miteinander verbunden 
sind (Typ 2). 
Tabelle 1: Auflistung der möglichen Peptidmodifikationen, die bei einer Quervernetzungsreaktion entstehen 
können. 
Bei einer Dead-End Modifikation hat der Crosslinker zum einen mit einer reaktiven Seitenkette einer Aminosäure 
reagiert und zum anderen mit einem kleinen Molekül, wie Wasser oder Ammonium. Die Intralinkmodifikation wird 
innerhalb eines Peptids erzeugt, wenn zwei reaktive Seitenketten nahe beieinander liegen und mit dem Crosslinker 
reagieren. Für die Interlinkmodifikation müssen zwei Abschnitte innerhalb eines Proteins oder von zwei verschiedenen 
Proteinen in unmittelbarer Nähe sein (Modifiziert nach (Clifford-Nunn et al., 2012)). 
 
 
3.2.3 Kombination von Co-IP mit XL-MS 
Das Quervernetzen von großen Mengen an aufgereinigten Proteinen und die 
Identifizierung der quervernetzten Peptide, ist eine weitverbreitete Methode, um 
Strukturmodelle in Kombination mit anderen Methoden wie der Röntgenkristallographie 
zu erstellen (Walzthoeni et al., 2013). Hierbei spielen die Länge und die reaktiven 
Gruppen des Linkers eine entscheidende Rolle, welche Aminosäureseitenketten 
miteinander reagieren. 
Die Kombination von Co-IP mit XL-MS ist hingegen eine leistungsfähige Methode, um 
den tatsächlichen in-vivo-Zustand der Proteininteraktionen in der Zelle zu untersuchen. 
Das markierte Protein und dessen Interaktionspartner  werden hierzu über eine Co-
Immunpräzipitation angereichert und anschließend auf den Beads chemisch quervernetzt 
(Abbildung 22). Die zu untersuchenden Proteine sind somit bereits aus dem Zelllysat 
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angereichert und können effizienter quervernetzt werden, als das bei einer 
Quervernetzung direkt im Zelllysat der Fall wäre. Die gebundenen und quervernetzten 
Proteine werden anschließend eluiert und mit einer Protease verdaut. Diese 
hochkomplexe Peptidmischung kann nun mittels LC-MS/MS gemessen und die 
Quervernetzungen identifiziert werden. Das Ergebnis aller Quervernetzungen ist ein 
Interaktionsnetzwerk der angereicherten Proteine (Topology Mapping; (Herzog et al., 
2012)). Zudem können transiente Interaktionspartner erfasst werden, wenn das 
entsprechende Fragmentionenspektrum vorliegt. 
 
Abbildung 22: Schematische Darstellung eines Co-IP-XL-MS Experiments. 
Zunächst werden Proteine aus einem Zelllysat mittels Affinitätsreinigung angereichert. Das Zielprotein wurde zuvor 
mit einer Affinitätsmarkierung exprimiert, um die Anreicherung mit einem kommerziellen Antikörper zu ermöglichen. 
Die angereicherten Proteine oder Proteinkomplexe werden mit einem Crosslinker quervernetzt, von den Beads eluiert 
und verdaut. Quervernetzte Peptide können in einem weiteren Schritt spezifisch angereichert werden, um eine bessere 
Detektion zu ermöglichen. Die Identifizierung von quervernetzten Peptiden kann dazu verwendet werden, neue 
Interaktionsnetzwerke zu beschreiben (Modifiziert nach (Liu and Heck, 2015)). 
 
Der entscheidende limitierende Faktor hierbei ist, dass man eine sehr große Menge an 
Protein anreichern muss, da die interessanten Quervernetzungen nur in kleinen Mengen 
erzeugt werden. Ein möglicher optionaler Schritt, um die quervernetzten Peptide gezielt 
anzureichern ist die Verwendung der Size Exclusion Chromatography (SEC, (Leitner et 
al., 2012)), der Ion Exchange Chromatography (IXC, (Chen et al., 2010)) oder die 
Anreicherung mit einer funktionellen Gruppe am Crosslinker (Ahrends et al., 2006). 
3.2.3.1 Datenauswertung von Quervernetzten Peptiden 
Eine große Herausforderung beim Quervernetzen von Proteinen ist die Interpretation und 
die Auswertung der Daten. Die etablierten Auswerteplattformen wie Mascot und 
Maxquant haben bis jetzt noch keine Option, um quervernetzte Peptide in einer 
Auswertung zu identifizieren. Das MS2-Spektrum von zwei quervernetzten Peptiden setzt 
sich im Gegensatz zu einem normalen MS2-Spektrum aus den Fragmenten von zwei 
Peptiden und der Linkermodifikation zusammen (Abbildung 23). 
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Eines der Hauptprobleme für die Algorithmen, die für die Datenanalyse verwendet 
werden, ist das sogenannte n-square Problem (Liu et al., 2015). Dieses Problem resultiert 
daraus, dass jedes Peptid der Datenbank mit jedem Peptid über den Crosslinker verlinkt 
werden kann. Somit vergrößert sich der Suchraum bei einer Datenbanksuche quadratisch 
in Bezug auf die Anzahl der Peptide in der Datenbank. 
 
Abbildung 23: Schematisches MS2-Spektrum von zwei quervernetzten Peptiden. 
Neben dem Fragmentionenspektrum sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Das 
MS/MS-Spektrum ist eine Mischung aus den Fragmenten der beiden Peptide. 
 
Eine Möglichkeit um Crosslinkdaten auszuwerten, bei denen ein oder zwei Proteine 
vernetzt wurden, ist mit dem kommerziell verfügbaren Programm GPMAW (Peri et al., 
2001). Neben der Aminosäuresequenz der Proteine kann der Benutzer den verwendeten 
Crosslinker, die vernetzten Aminosäuren und die erzeugte Modifikation angeben. Das 
Programm gibt dann alle theoretischen quervernetzten Peptide an, die nach dem Verdau 
mit einer bestimmten Protease entstehen können. Interessante Peptide können damit 
manuell überprüft werden, was jedoch sehr zeitaufwendig ist. 
Wird ein CID-spaltbarer Crosslinker wie DSSO verwendet (siehe Kapitel 3.2.2), kann das 
n-square Problem komplett umgangen werden, da die MS3-Spektren der gespaltenen 
Peptide wie MS2-Spektren in einer Datenbanksuche benutzt werden. Die spezifischen 
Fragmentionen aus den MS2-Spektren können zusätzlich zur Validierung der 
Quervernetzungen herangezogen werden. 
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Besteht keine alternative Methode zur Auswertung, gibt es Programme wie StavroX, die 
eine benutzerfreundlichere Auswertung von Crosslinkdaten ermöglichen (Götze et al., 
2012). Hiermit können einzelne Rohdaten nach der Konvertierung in das mgf-Format 
(Mascot generic file) auf Quervernetzungen hin untersucht werden. Die 
Aminosäuresequenz der zu untersuchenden Proteine wird im FASTA-Format für die 
Suche bereitgestellt. Als nächstes müssen versuchsspezifische Parameter wie die 
verwendete Protease, variable und feste Modifikationen, der verwendete Crosslinker, die 
Fragmentierungsmethode und der statistische cut-off in Form der FDR angegeben 
werden. Die Software berechnet im ersten Schritt alle theoretischen Peptide und 
Quervernetzungen, die beim Verdau der angegebenen Proteine entstehen können. Im 
zweiten Schritt werden die theoretischen MS- und MS/MS-Daten mit den experimentell 
generierten Daten verglichen. Danach folgt die grafische Ausgabe der gefundenen 
quervernetzten Peptide. 
3.3 Interaktionen von Proteinen mit niedermolekularen 
Verbindungen 
Niedermolekulare Verbindungen können aufgrund ihrer funktionellen Gruppen und ihren 
strukturellen Eigenschaften mit Makromolekülen interagieren. Die Funktion eines 
Proteins kann durch diese Interaktion eingeschränkt, inhibiert oder gesteigert werden. Ist 
das Protein ausschlaggebend für ein bestimmtes Krankheitsbild und stellt somit ein 
therapeutisches Ziel dar, kann die Behandlung mit dieser Substanz eine Besserung der 
Symptome bewirken. 
Viele bekannte niedermolekulare Verbindungen sind natürlichen Ursprungs oder davon 
abgeleitete Derivate. Die Suche nach neuen potenten Verbindungen, die eine 
ausreichende Wirksamkeit haben, kann durch das Screenen von großen 
Substanzbibliotheken im High-throughputverfahren verwirklicht werden (Mayr and 
Bojanic, 2009; Sundberg, 2000). Hierbei gibt es zwei verschiedene Strategien (Abbildung 
24). Ist bereits bekannt, dass ein Protein maßgeblich an einer Erkrankung beteiligt ist, 
können gezielt potentielle Inhibitoren synthetisiert oder ganze Substanzbibliotheken mit 
dem überexprimierten Protein, in einem biochemischen Assay, getestet werden 
(Abbildung 24A, (Macarron et al., 2011). Ein anderer Ansatz geht von einem spezifischen 
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Krankheitsphänotyp aus, der als Ausgangspunkt für die Testung von 
Substanzbibliotheken gilt (Abbildung 24B, (Stockwell, 2000), (Stockwell, 2004)). Diese 
Herangehensweise hat den Vorteil, dass der Effekt des Moleküls auf das ganze 
biologische System getestet wird und dass neue therapeutische Zielproteine gefunden 
werden können. 
 
Abbildung 24: Wirkungsmechanismus und Identifizierung von Zielproteinen mit Hilfe der chemischen Genetik. 
A) Im zielbasierten Ansatz werden zunächst das Zielprotein und dessen Rolle innerhalb einer Krankheit validiert. 
Danach werden in einem biochemischen Assay passende niedermolekulare Verbindungen identifiziert. Am Ende muss 
noch der Wirkungsmechanismus und mögliche Nebeneffekte genauer untersucht werden. B) Der auf dem Phänotyp 
basierende Ansatz hat ein bestimmtes Krankheitsmodell als Ausgangspunkt. Im phänotypischen Assay werden dann 
Moleküle identifiziert, die einen positiven Effekt auf dieses Krankheitsbild haben. Die Identifizierung des Zielproteins 
und des Wirkungsmechanismus stellt den letzten Schritt dar (Quelle: (Schenone et al., 2013)). 
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3.3.1 Drug-Target Identifizierung mittels Affinitätsreinigung und 
Massenspektrometrie 
Wurde in einem aufwendigen phänotypischen Screening eine besonders wirksame 
Substanz gefunden, kann diese verwendet werden, um die Zielproteine zu identifizieren 
(Abbildung 24B). Hierzu muss die Substanz für einen chemoproteomischen Ansatz 
entsprechend modifiziert werden, um sie an eine Matrix zu immobilisieren. Eine 
Möglichkeit ist die Biotinylierung der Substanz und anschließende Immobilisierung an 
eine Streptavidinmatrix (von Kleist et al., 2016). Dabei muss beachtet werden, dass durch 
die Modifikation der Substanz an einer wichtigen Stelle im Molekül, die Bindung an das 
Zielprotein verloren gehen kann. Außerdem können die chemischen Eigenschaften des 
Linkers die Bindung von Proteinen beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Verwendung von hydrophilen Linkern einen positiven Effekt auf die Probenqualität hat 
(Shiyama et al., 2004). 
Ein wichtiger Punkt ist die Wahl der Kontrolle. Ist die verwendete Substanz ausreichend 
wasserlöslich, kann eine Kompetitionskontrolle verwendet werden, bei der der freie 
Inhibitor, während der Anreicherung, zum Proteinlysat gegeben wird. Dieser bindet einen 
Großteil der Zielproteine, wodurch nur noch ein kleiner Teil an der Inhibitormatrix 
verbleibt (Cheng et al., 2010). Alternativ hierzu können die Zielproteine nach der 
Anreicherung mit freiem Inhibitor von den Beads eluiert werden (Harding et al., 1989). 
Ist die verwendete Substanz nur schwer wasserlöslich, muss die Kompetitionskontrolle 
mit einer einfachen Beadkontrolle ersetzt werden (Bach et al., 2017). 
Wurden die Anreicherungsprobe und die Kontrolle mit stabilen Isotopen markiert, muss 
die Messung der eluierten und verdauten Peptide gemeinsam erfolgen (Abbildung 25, 
(Ong et al., 2009)). Alternativ kann dieser Versuch auch markierungsfrei in zwei 
Messungen durchgeführt werden. In beiden Fällen muss aber überprüft werden, ob es zu 
unspezifischen Bindungen von Proteinen an den Linker kommt, um mögliche falsch 
positive Zielproteine ausschließen zu können (Kapitel 5.2.1). Die quantitative Information 
zwischen der Anreicherung und der Kontrolle wird dazu genutzt, um spezifisch an die 
Substanz bindende Proteine von unspezifisch an die Beads bindende Proteine zu 
unterscheiden. 
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Abbildung 25: Quantitativer Chemical Proteomics Workflow zur Bestimmung der Interaktionen von 
niedermolekularen Substanzen mit Proteinen. 
Um zwischen spezifisch an das Molekül und unspezifisch an die Beads bindende Proteine zu unterscheiden, wird ein 
Teil der Zellen metabolisch mit stabilen Isotopen markiert. Der Kontrollansatz bleibt ohne die Markierung mit stabilen 
Isotopen und die Zugabe von freiem Inhibitor führt dazu, dass kaum noch Zielproteine an die Inhibitor-Beads binden 
können. Im anderen Ansatz, in dem die Zielproteine angereichert werden, wurde eine Markierung mit schweren 
Isotopen durchgeführt. Nach der Anreicherung werden die Beads vereint, gewaschen, die Proteine von den Beads 
gekocht, mittels SDS-PAGE aufgetrennt, mit Trypsin verdaut und mit LC-MS/MS identifiziert und quantifiziert. Die 
quantitative Information wird dazu genutzt um zwischen spezifischen und unspezifischen Bindern zu unterscheiden 
(Quelle: (Ong et al., 2009)). 
 
Eine weitere Herausforderung stellen Proteine dar, die mit den primären Zielproteinen 
interagieren, da nicht zwischen direkten und indirekten targets unterschieden werden 
kann. Indem man alle potentiellen Zielproteine auf ihre Interaktion miteinander überprüft, 
können funktionelle Cluster erstellt werden, die für die Dateninterpretation hilfreich sind 
(von Mering et al., 2003). Zudem kann man alle potentiellen Zielproteine auf strukturelle 
Ähnlichkeiten hin überprüfen und somit die Anreicherung von einer bestimmten 
Proteindomäne identifizieren (Overington et al., 2006). Besteht die Möglichkeit, sollten 
alle potentiellen Zielproteine in einem zellulären Assay überprüft werden, um die 
Proteine zu bestätigen, die für die Wirkung der Substanz in Frage kommen. Dies kann 
z.B. durch den Knockdown der jeweiligen Proteine erfolgen (Wu et al., 2011). 
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3.3.2 Thermal Profiling 
Ist die Markierung einer bioaktiven Substanz für einen chemoproteomischen Ansatz 
(Bantscheff et al., 2007) nicht möglich oder zu aufwendig, können die molekularen 
Zielstrukturen auch per Thermal Proteome Profiling identifiziert werden (Savitski et al., 
2014). Diese Strategie basiert darauf, dass die Stabilität von Proteinen durch die Zugabe 
von Liganden beeinflusst werden kann (Vedadi et al., 2006). 
In ersten Versuchen von Molina konnten die Zielproteine von verschiedenen Inhibitoren 
innerhalb der Zelle mit dem Cellular Thermal Shift Assay (CETSA) identifiziert und per 
Western Blot bestätigt werden (Molina et al., 2013). Der Thermal Shift Assay stellt nun 
eine Weiterentwicklung dieser Strategie dar, da nun alle Proteine massenspektrometrisch 
untersucht werden. Durch die Erstellung von Schmelzkurven für jedes Protein können 
direkte und indirekte Zielproteine von unbeeinflussten Proteinen unterschieden werden 
(Abbildung 26). 
 
Abbildung 26: Identifizierung von Drug Targets mittels Thermal shift assay. 
Bioaktive Substanzen binden direkt und indirekt an verschiedene Proteine in der Zelle, was zu einer Veränderung der 
Stabilität führt. Nach der Zugabe einer Substanz auf die Zellen werden alle Proteine extrahiert und mittels Thermal 
Shift assay bezüglich ihrer Schmelzkurve überprüft. Direkte und indirekte Zielproteine zeigen eine veränderte 
Schmelzkurve, während die von allen anderen Proteinen unverändert bleibt (Quelle: (Savitski et al., 2014)). 
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Hierzu werden Zellen mit einer Substanz behandelt und die Kontrollzellen bleiben 
unbehandelt. Im nächsten Schritt werden beide Ansätze in 10 Aliquots geteilt und mit 
unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Durch die temperaturabhängige Denaturierung 
von Proteinen nimmt die Menge an extrahierten Proteinen mit zunehmender Temperatur 
ab (Asial et al., 2013). Die löslichen Proteine werden dann tryptisch verdaut und jede der 
10 verschiedenen Proben mit Isotope-coded isobaric mass tags markiert (Werner et al., 
2014). Nach der Mischung und LC-MS/MS Messung der Proben findet die 
Identifizierung und Quantifizierung per MS/MS statt. Für beide Proben können, mit den 
Temperaturdatenpunkten, Schmelzkurven dargestellt werden. Sind die Kontrollkurve und 
die Inhibitorkurve identisch, bleibt das Protein unbeeinflusst vom Inhibitor. Stabilisiert 
die verwendete Substanz das Protein ist die Denaturierung bei höheren Temperaturen 
herabgesetzt, was zu einer nach rechts verschobenen Schmelzkurve führt. Diese Proteine 
stellen potentielle Drug Targets oder Off-Targets dar. 
Der entscheidende Vorteil des Thermal Shift Assays, im Vergleich zur Identifizierung von 
Drug Targets mittels AP-MS ist, dass die Inhibitoren nicht immobilisiert werden müssen. 
Die aufwendige Synthese von Substanzen mit einem Linker und einer zusätzlichen 
funktionellen Gruppen zum Immobilisieren an eine Matrix fällt damit weg. Jedoch 
müssen die Substanzen, die mittels Thermal Shift Assays getestet werden, eine 
ausreichende Löslichkeit im Zelllysat aufweisen. Außerdem müssen alle potentiellen 
Bindepartner des Inhibitors durch die Interaktion mit dem Inhibitor stabilisiert werden. 
Findet keine Stabilisierung statt, wird das Protein nicht als potentieller Bindepartner 
identifiziert. 
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3.4 Zielsetzung der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung neuer Strategien und verbesserter Methoden für 
die massenspektrometrische Analyse von Proteininteraktionen. Hierbei wurden Protein-
Protein-Interaktionen und Interaktionen von Proteinen mit niedermolekularen Substanzen 
analysiert. 
Für die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurde eine Kombination aus Co-
IP und chemischem Quervernetzen mit anschließender Massenspektrometrie gewählt 
(Kapitel 3.2.3). Die Analyse eines komplexen Interaktoms ist mittels Co-IP und MS sehr 
gut möglich, jedoch erhält man dadurch keine Information, welche Proteine direkt 
miteinander interagieren. Das Ziel war somit, durch das Quervernetzen eines komplexen 
Interaktoms und der folgenden Identifizierung der quervernetzten Peptide, ein 
Interaktionsnetzwerk (Topology Mapping) zu erstellen. Als Modellsystem wurden der 
Mediatorkomplex und dessen Interaktionspartner gewählt. 
Die Untersuchung der Interaktionen von Protein mit niedermolekularen Substanzen 
wurde im Rahmen der Klinischen Forschergruppe 216 durchgeführt. Ziel war es 
molekulare Zielstrukturen von verschiedenen Substanzen zu finden, die Apoptose in 
Zellen des Multiplen Myeloms induzieren. Hierzu wurde ein chemoproteomischer 
Workflow etabliert und validiert. Biotinylierte Substanzen wurden an eine Matrix 
immobilisiert, die Zielproteine durch eine Affinitätsreinigung aus einem Zelllysat 
angereichert und mittels LC-MS/MS identifiziert (Kapitel 3.3.1). Nach der erfolgreichen 
Identifizierung von potentiellen Zielproteinen wurden diese durch Folgeexperimente 
validiert. 
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4 Material & Methoden 
4.1 Chemikalien 
Alle Chemikalien, die in dieser Arbeit verwendet wurden sind zusammen mit der 
Herstellerinformation in Tabelle 2 aufgelistet. 
Tabelle 2: Auflistung aller Chemikalien mit Hersteller 
Chemikalie  Hersteller 
1,4-Dioxan Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
3,3-Thiodipropionsäure Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Aceton ≥ 99.5 % Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Acetonitril (MS grade) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Ameisensäure (98%) Fluka-Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Ammoniumhydrogencarbonat Fluka-Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Anti-DNA PKcs Primärantikörper 
 
Abcam (Cambridge, Vereinigtes 
 Anti-HA Primärantikörper Cell Signaling (Cambridge, Vereinigtes 
Königreich) 
Anti-FLAG Primärantikörper Cell Signaling (Cambridge, Vereinigtes 
Königreich) 
Anti-Mouse Sekundärantikörper Cell Signaling (Cambridge, Vereinigtes 
Königreich) 
Anti-Rabbit Sekundärantikörper Cell Signaling (Cambridge, Vereinigtes 
Königreich) 
Argon Linde (München, Deutschland) 
BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Bis(sulfosuccinimidyl)suberat Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Borsäure Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Material und Methoden 
 
62 
Bradford-Reagenz SERVA Electrophoresis GmbH 
(Heidelberg, Deutschland) 
Chloroform Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Chloroperbenzoesäure Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Clarity™ Western ECL Blotting Substrates BIO-RAD Laboratories (Hercules, USA) 
complete Protease inhibitor Tablette (EDTA 
frei) 
F. Hoffmann-La Roche AG (Basel, 
Schweiz) 
Coomassie (SimplyBlue Safestain) Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Diethylether Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Dionex™ Protein Mixture Digest Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Disuccinimidyl Sulfoxid (DSSO) selbst synthetisiert 
Dithiothreitol (10 x RA reagent) Life technologies (Carlsbad, USA) 
Elastase Promega (Fichtburg, USA) 
Entwicklerlösung-Kit BIO-RAD Laboratories (Hercules, USA) 
Essigsäure Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Essigsäureethylester Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Ethanolamin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Faltenfilter Hartenstein 
Formaldehyd Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Formaldehyd C13 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Glucose SERVA Electrophoresis GmbH 
(Heidelberg, Deutschland) 
Glutaraldehyd Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
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Glycerol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Glycin HCl Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
H218O (97 %) euriso-top (Saint-Aubin Cedex, 
 Harnstoff Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (HEPES) 
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Hexan Fluka-Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Hygromycin SERVA Electrophoresis GmbH 
(Heidelberg, Deutschland) 
Iodacetamid Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, 
Deutschland 
Kaliumacetat Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Methanol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Mouse (G3A1) mAb IgG1 Isotype Control 
#5415 
Cell Signaling (Cambridge, Vereinigtes 
Königreich) 
N,N-Dicyclohexylcarbodiimid Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
N,N-Diisopropylethylamin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
N-hydroxy-succinimid Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Natriumdeoxycholat Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Natriumchlorid Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Natriumdodecylsulfat Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Nonidet P-40 (NP40) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
NPL4, Nuclear protein localization protein 
4 homolog 
Petra Hänzelmann (AG Schindelin, RVZ) 
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NuPAGE™ LDS Sample Buffer Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
p97N, Subdomäne des humanen Proteins 
 
Petra Hänzelmann (AG Schindelin, RVZ) 
Pefabloc Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Pepton Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Pierce™ Protein A/G Magnetic Beads Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Ponceau-Färbelösung SERVA Electrophoresis GmbH 
(Heidelberg, Deutschland) 
Proteinmarker (Novex Sharp Pre-Stained) Invitrogen (Carlsbad, USA) 
Magermilchpulver (skim milk powder) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Magnetische Anti-HA Beads Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Magnetische Anti-FLAG Beads Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Magnetische Streptavidin Beads Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Sulfid S1 selbst synthetisiert 
Trifluoressigsäure Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Tris·HCl Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Trypsin (Gold, MS-Grade) Promega (Fichtburg, USA) 
Tween 20 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
UBX, Subdomäne des humanen Proteins 
FAF1 
Petra Hänzelmann (AG Schindelin, RVZ) 
UFD1, Ubiquitin fusion degradation protein 
1 
Petra Hänzelmann (AG Schindelin, RVZ) 
Yeast Extract SERVA Electrophoresis GmbH 
(Heidelberg, Deutschland) 
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YPD Agar SERVA Electrophoresis GmbH 
(Heidelberg, Deutschland) 
Zitronensäure Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
 
4.2 Puffer, Kits und Lösungen 
Die Puffer, Kits und Lösungen verschiedener Hersteller, die in dieser Arbeit verwendet 
wurden, sind zusammen mit der Herstellerinformation oder der Zusammensetzung in 
Tabelle 3 aufgelistet. 
Tabelle 3: Auflistung aller Puffer, Kits und Lösungen und deren Zusammensetzung/Hersteller 
Puffer/Kit/Lösungen Zusammensetzung/Hersteller 
Boratpuffer 50 mM Borsäure pH 8.5 
Halt™ Protease Inhibitor 
Cocktail 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
HEPES Puffer 
 
20 mM HEPES, 115 mM NaCl, 1.2 mM CaCl2, 1.2 
mM MgCl2, 2.4 mM K2HPO4, 0.5% NP 40 (pH 7.5) 
HPLC Laufmittel A 0.1 % FA in H2O 
HPLC Laufmittel B 0.1 % FA in 80 % ACN 
Lysepuffer (Hefezellen) 20 mM HEPES, 115 mM NaCl, 1.2 mM CaCl2, 1.2 
mM MgCl2, 2.4 mM K2HPO4, 0.5% NP 40 (pH 7.5), 
0.1 % NP40 
Magermilchlösung 5 % Magermilchpulver in PBST Puffer 
MOPS-Puffer Laufpuffer (20 
 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
PBS Puffer 127 mM NaCl, 7 mM Na2HPO4•7H2O, 3 mM 
NaH2PO4•H2O 
PBST Puffer 127 mM NaCl, 7 mM Na2HPO4•7H2O, 3 mM 
NaH2PO4•H2O, 0.1 % Tween 
Pierce™ BCA Protein Assay 
Kit 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
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Pierce™ Crosslink Magnetic 
IP/Co-IP Kit 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Pierce™ IP Lysis Buffer 
(INA6 Zellen) 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
SilverXpress™ Silver Staining 
Kit 
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
TBS Puffer 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 3 g Tris 
TG Puffer (10 x) BIO-RAD Laboratories (Hercules, USA) 
Transferpuffer (1 x TG + 10 % 
MeOH) 
100 mL TG Puffer (10 x), 100 mL MeOH, 800 mL 
H2O 
Tris-HCl Puffer 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 
YPD Medium (1L) 20 g Pepton, 10 g Yeast Extract, 950 mL H2O, 50 mL 
40 % Glucose 
 
4.3 Geräte, Utensilien und Verbrauchsmaterialen 
Die Geräte, Utensilien und Verbrauchsmaterialien verschiedener Hersteller, die in dieser 
Arbeit verwendet wurden, sind zusammen mit der Herstellerinformation in Tabelle 4 
aufgelistet. 
Tabelle 4: Auflistung aller Geräte, Utensilien und Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller 
Geräte/Utensilien/Verbrauchsmaterialen Hersteller 
1.5 mL Eppendorfgefäße Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
10 mL Pipetten Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
10 mL Spritze B|Braun (Melsungen, Deutschland) 
100 mL Messzylinder VWR (Radnor, USA) 
15 mL Pastikröhrchen Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
50 mL Pastikröhrchen Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
2 L Kolben Schott AG (Mainz, Deutschland) 
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2 mL Reaktionsgefäß Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
25 mL Pipetten Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
250 mL Messzylinder VWR (Radnor, USA) 
3M Empore™ SPE Extraction Disks Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
500 mL Becherglas VRW (Radnor, USA) 
Agar-Plastikplatten Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Impfösen Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Bis-Tris Gele 4-12% Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
 Gasbrenner Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, 
Deutschland 
Flour ChemQ Chemilumineszenzdetektor Alpha Innotech (Kasendorf, Deutschland) 
Douncing Glasgefäß und Stab A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 
Deutschland) 
Elektrische Pipettierhilfe (accu-jet pro) BRAND GMBH + CO KG (Wertheim, 
Deutschland) 
Erlenmeyerkolben Schott AG (Mainz, Deutschland) 
Exsikkator A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 
Deutschland) 
Filterpapier Machery Nagel GmbH & Co. KG (Düren, 
Deutschland) 
Glaskügelchen A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 
Deutschland) 
Handschuhe (Nitril) VWR (Radnor, USA) 
Heizbad B-491 BÜCHI Labortechnik GmbH (Essen, 
Deutschland) 
HPLC-Gefäß SUN-Sri (Rockwood, USA) 
Kolbenschüttler ClimoShaker ISF1-X Adolf Kühner AG (Basel, Schweiz) 
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Küvetten Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Mikroplatte, 384 Well BertholdTech (Bad Wildbad, 
 Low-binding Eppis 0.5 mL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Low-binding Eppis 1.5 mL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Lyophille (Alpha 1-2 LD plus) Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen 
GmbH (Osterode am Harz, Deutschland) 
Magnetständer PureProteome™ Merck (Darmstadt, Deutschland) 
Mörser und Pistill A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 
Deutschland) 
Nanodrop Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
 nanoHPLC (Easy-nLC 1000) Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
 Nanospray Flex Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
 Nanospraynadel Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
 Nitrilhandschuhe VWR (Radnor, USA) 
Orbitrap Fusion Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
 Orbitrap Velos Pro Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
 Parafilm VWR (Radnor, USA) 
Power Pac Basic (Netzteil) BIO-RAD Laboratories (Hercules, USA) 
Pipette 10 µL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Pipette 100 µL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Pipette 200 µL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Pipette 1000 µL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Pipette 10 mL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Pipettenspitzen 10 µL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Pipettenspitzen 200 µL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
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Pipettenspitzen 1000 µL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Pipettenspitzen 10 mL Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Pipettenspitzen gelloader tips 10 mL A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 
Deutschland) 
Pipettenspitzen gelloader tips 200 mL A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 
Deutschland) 
Planeten-Kugelmühle PM 100 RETSCH (Haan, Deutschland) 
Schüttler (Vortexgenie 2) A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 
Deutschland) 
PVDF-Membran A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 
Deutschland) 
Reinstwasseranlage (Purelab ultra) ELGA LabWater High (Wycombe 
(Vereinigtes Königreich) 
Rotationsverdampfer (Rotavapor R-215) BÜCHI Labortechnik GmbH (Essen, 
Deutschland) 
Rotator mit Vortexer RM-2M A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 
Deutschland) 
Rundkolben 250 mL Lenz Laborglas GmbH & Co. KG 
(Wertheim, Deutschland) 
Schraubdeckel für HPLC-Vials SUN-Sri (Rockwood, USA) 
Scheidetrichter 100 mL Lenz Laborglas GmbH & Co. KG 
(Wertheim, Deutschland) 
Schwingmühle MM400 RETSCH (Haan, Deutschland) 
Skalpell A. Hartenstein GmbH (Würzburg, 
Deutschland) 
Stage Tip Zentrifuge Sonation GmbH (Biberach, Deutschland) 
Sterilbank BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH 
(Sonnenbühl-Genkingen, Deutschland) 
Stickstoffgefäß KGW Isotherm (Karlsruhe, Deutschland 
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TriStar LB 941 Multimode 
Mikroplattenleser 
BertholdTech BertholdTech (Bad 
Wildbad, Deutschland) 
Tropftrichter 50 mL Lenz Laborglas GmbH & Co. KG 
(Wertheim, Deutschland) 
Ultrazentrifuge Avanti-J26XP Beckman-Coulter (Brea, USA) 
Ultrazentrifugeneinsätze Beckman-Coulter (Brea, USA) 
Vaccum Controller V-850 BÜCHI Labortechnik GmbH (Essen, 
Deutschland) 
Vakuumkonzentrator (Concentrator plus) Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Vacuum Pump V-700 BÜCHI Labortechnik GmbH (Essen, 
Deutschland) 
Vakuumpumpe RC5 VACUUBRAND GMBH + CO KG 
(Wertheim, Deutschland) 
Wärmeschrank Memmert GmbH + Co. KG (Schwabach, 
Deutschland) 
Wischtücher Kimberly Clark (Texas, USA) 
XCell II™ Blot Module Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
 XCell SureLock® Mini-Cell Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
 Zentrifuge 5415R (1.5-2 mL Röhrchen) Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Zentrifuge 5810R (15 mL Röhrchen) Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
Zentrifugenröhrchen  Beckman-Coulter (Brea, USA) 
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4.4 Software 
Für die Prozessierung, Auswertung und grafische Darstellung der Daten in dieser Arbeit, 
wurden die Programme aus Tabelle 5 verwendet. 
Tabelle 5: Liste der Programme mit Hersteller, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
 
Programm  Hersteller 
ChemDraw PerkinElmer (Waltham, USA) 
CorelDraw Graphics Suite X8 Corel GmbH (München, Deutschland) 
Endnote Thomson Reuters (New York City, USA) 
GPMAW Lighthouse data (Odense, Dänemark) 
IDCalc Michael J. MacCoss (Uni Washington) 
ImageJ National Institutes of Health 
Mascot Distiller Matrix Science Inc. (London, Vereinigtes 
Königreich) 
Maxquant Prof. Jürgen Cox (MPI Martinsried) 
MS Office (Excel, Word, Powerpoint) Microsoft (Redmont, USA) 
Nanodrop 2000 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
Scaffold Proteome Software (Portland, USA) 
Spotfire TIBCO Software Inc. (Palo Alto, USA) 
StavroX Michael Goetze (Uni Halle-Wittenberg 
Thermo XCalibur Qualbrowser Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 
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4.5 Methoden 
4.5.1 Interaktionen von Proteinen mit Proteinen 
4.5.1.1 Crosslinking von NPL4 und UFD1 mit BS3 
Die Proteine NPL4 und UFD1 wurden von Petra Hänzelmann (AG Schindelin, RVZ) 
überexprimiert und in einer 1:1 Mischung mit der Konzentration von 19.6 mg/mL in 1 x 
PBS Puffer zur Verfügung gestellt. Für das chemische Quervernetzen wurde 1 mg des 
Crosslinker BS3 in 35 µL HEPES Puffer gelöst, um eine 50 mM Stocklösung zu erhalten. 
Für alle Versuche wurden 2 µL der Proteinstocklösung mit 7 µL HEPES Puffer verdünnt 
und mit 2 µL 50 mM BS3 für 30 min bei RT quervernetzt. Das restliche BS3 wurde mit 2 
µL 10 x TG Puffer für 15 min zum Abreagieren gebracht. Die Proteine wurden mit 6 µL 
4 x LDS und 2 µL DTT 500 mM bei 70 °C denaturiert und reduziert. Anschließend folgte 
die Alkylierung mit einer finalen Konzentration von 120 mM IAA für 20 min im 
Dunkeln. Die Probe wurde mit 60 µL 1 x LDS verdünnt und je 20 µL wurden auf 
insgesamt 4 Proteinspuren verteilt. Die Gelelektrophorese wurde wie bei Kapitel 4.5.2.8 
beschrieben durchgeführt. Die XL-Banden wurden ausgeschnitten und für die 
anschließende Messung mit 0.1 µg Trypsin verdaut. 
4.5.1.2 Anzucht und Ernte von Hefezellen 
Die Hefestämme mit affinitätsmarkierten Proteinen wurden von Henriette Uthe (AG 
Schlosser) transformiert und für die Quervernetzungsversuche zur Verfügung gestellt. 
Zunächst wurden aus der Glycerolstockösung (Lagerung -80 °C) Zellen für die 3 mL 
Vorkultur in YPD Medium entnommen. Nach 12 h wurde mit der Vorkultur eine 100 mL 
Hauptkultur angeimpft (OD 0.1 - 0.2) und bis zu einer Optischen Dichte (OD) von 1 oder 
2 vermehrt. Die Zellen wurden anschließend bei 20.000 x g und 4 °C für 20 min 
zentrifugiert und bis zum weiteren Gebrauch bei – 80°C gelagert. Für den Cryoaufschluss 
wurden die pelletierten Hefezellen in eine Plastikspritze gefüllt und in ein mit fl. 
Stickstoff gefülltes 50 mL Reaktionsgefäß gedrückt. Nach dem Abgießen des restlichen 
Stickstoffes wurden die Hefezellen in Spaghettiform bei -80 °C bis zum Cryoaufschluss 
gelagert (Kapitel 4.5.1.4). 
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4.5.1.3 Aufschluss der Hefezellen mit Glaskügelchen 
Die Hefezellen wurden nach der Ernte in einem 50 mL Reaktionsgefäß bei -80 °C 
gelagert. Für den Aufschluss der Zellen wurde das Hefepellet in 350 µL Lysepuffer (Tris 
+ PMSF + Roche Proteaseinhibitor) aufgetaut und in ein 1.5 mL Reaktionsgefäß 
überführt. Bis zum Flüssigkeitsrand wurden nun Glaskügelchen zugegeben und die Zellen 
6-mal für 30 sek bei 30 Hz in einer Schwingmühle aufgeschlossen. Zwischendurch wurde 
das Zelllysat für 30 sek auf Eis gekühlt. Die Konzentration an NP40 wurde nun auf 1 % 
erhöht und das entstandene Lysat von den Glaskügelchen getrennt und in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Um die verbleibenden Zelltrümmer zu beseitigen wurde der 
Ansatz bei 4 °C und 16.000 x g für 20 min zentrifugiert. Das entstandene Proteinlysat 
wurde für weitere Experimente verwendet. 
4.5.1.4 Cryoaufschluss von Hefezellen 
Hefezellen, die in Form von Spaghetties bei -80 °C gelagert wurden, dienten als 
Ausgangsmaterial für die Zerkleinerung in der Planetenmühle. Für einen Aufschluss 
wurden 10 g Hefezellen abgewogen und in einen mit Stickstoff vorgekühlten 125 mL 
Mahlbecher mit 5 Stahlkugeln gegeben. Mit der Sicherheitsmetallvorrichtung wurde der 
Metalldeckel und der Mahlbecher verschlossen. Weiterhin wurde der geschlossene 
Mahlbecher mit einer Metallspinne in der Planetenmühle fixiert. Der Cryoaufschluss 
wurde 8-mal mit Mahlprogramm 1 durchgeführt (500 rpm, 3 min, 1 min Intervall). 
Zwischen jedem Zyklus wurde der Mahlbecher für 3-5 Minuten in fl. Stickstoff gekühlt, 
um ein Auftauen der Probe zu verhindern. Nach dem Aufschluss wurde der Becher 
geöffnet und das Pulver mit einem gekühlten Stahllöffel in ein gekühltes 50 mL Falcon 
überführt. Das Cryopulver wurde im -80 °C Gefrierschrank gelagert. Für die Co-
Immunpräzipitation wurde pro Probe 1 g Cryopulver abgewogen und mit 5 mL 
Lysepuffer unter leichtem Schütteln zum Schmelzen gebracht. Die erhaltene Suspension 
wurde anschließend mit einem Dounce-Homogenisator 4-mal auf Eis weiter 
aufgeschlossen. Um die Zelltrümmer vom Proteinlysat zu trennen, wurde das Lysat für 20 
min bei 20.000 x g und 4°C zentrifugiert. 
4.5.1.5 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA Protein Assay Kit 
Zunächst wurde mit Bovinem Serum Albumin (BSA) eine Standardkurve gemäß den 
Anweisungen des Herstellers erstellt (Abbildung 27). Die Lysatproben wurden in einer 
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Küvette 1:10 mit IP lysis buffer in einem Gesamtvolumen von 100 µL verdünnt. 
Abschließend wurden 2 mL fertig gemischtes BCA Reagenz auf die Proben gegeben und 
bei 37 °C für 30 min inkubiert. Nach weiteren 10 min Inkubation bei RT wurde die 
Messung am Spektralphotometer mit der Küvetteneinstellung durchgeführt. Als Blank 
dienten 100 µL IP lysis buffer mit 2 mL H2O. 
 
Abbildung 27: Konzentrationsreihe, die mit Bovinem Serum Albumin (BSA) erstellt wurde und die zugehörige 
Standardkurve. 
Jede Konzentration wurde bei einer Absorption bei 562 nm gemessen. Das Bestimmtheitsmaß der Regressionsgerade 
mit der Gleichung y=0.6699x beträgt 0.9964. 
 
4.5.1.6 Co-Immunpräzipitation mit HA-markierten Untereinheiten aus einem 
Hefelysat 
Zunächst wurde die Proteinkonzentration des Lysates mittels BCA Protein Assay Kit 
überprüft und je nach Versuch ein entsprechendes Volumen verwendet. Für die IP 
wurden magnetische Anti-FLAG oder Anti-HA Beads auf RT äquilibriert und 2-mal mit 
dem entsprechenden Lysepuffer ohne Proteaseinhibitor gewaschen. Die Menge an Beads 
für Western Blots war 10 µL und für MS Experimente 50-100 µL Beadsuspension. 
Ebenso wurde das Volumen an Lysat an das Beadvolumen angepasst. Für Western Blots 
wurden 300 µL und für MS-Experimente 1-5 mL Lysat verwendet. Die 
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Immunpräzipitation wurde im Kühlraum bei 4 °C auf einem Rotator mit Programm C2-
12 für 2-3 h durchgeführt. Anschließend wurden die Beads 4 bis 9-mal mit 1 mL 
Lysepuffer ohne Proteaseinhibitor gewaschen. Gebundene Proteine wurden für 15 min 
bei 37 °C und 400 RPM mit 26 bis 360 µL1 x LDS Puffer eluiert. Zur weiteren 
Denaturierung wurden die Proben mit DTT bei 70 °C gekocht und anschließend mit 120 
mM Iodacetamid für 20 min im Dunkeln alkyliert. Für MS-Experimente wurde je 1 µL 
für den Western Blot oder das Silbergel verwendet. Bei großen Elutionsvolumina (100 bis 
360 µL) wurde eine Acetonfällung über Nacht durchgeführt. 
4.5.1.7 Co-Immunpräzipitation der DNA-PK aus INA6 Zelllysat 
Die Immobilisierung der DNA-PK- und Kontrollantikörper an die A/G Magnetbeads 
sowie das folgende Crosslinken, die Zelllyse und die Immunpräzipitation wurden von 
Daniela Brünnert (AG Bargou) durchgeführt. Hierbei wurden die Bindung und das 
Quervernetzen der Antikörper gemäß der Herstellerbeschreibung durchgeführt. Die INA6 
Zellen wurden wie in Kapitel 4.5.2.4 beschrieben aufgeschlossen. Für die eigentliche Co-
Immunpräzipitation wurden jeweils 25 µL der Beadsuspension der Kontroll- und der anti-
DNA-PK- Beads mit 2 mL INA6 Zelllysat für 2 h über-Kopf bei RT gedreht und alle 10-
15 min sanft geschüttelt, um die Beads in Lösung zu halten. Danach wurden die Beads 
mit einem Magneten gesammelt, das Proteinlysat verworfen und die Beads 2-mal mit 1 
mL HEPES Puffer mit 0.1 % NP40 gewaschen. Gebundene Proteine wurden mit 50 µL 
Elutionspuffer für 5 min bei RT von den Beads eluiert. Das Eluat wurde mit Hilfe des 
Magneten von den Beads getrennt und 30 µL der Proteinmischung mittels SDS-PAGE 
(Kapitel 4.5.2.8) aufgetrennt. 
4.5.1.8 Crosslinking auf den Beads 
Nach der Co-Immunpräzipitation und mehreren Waschschritten wurden die auf den 
Beads angereicherten Proteine mit verschiedenen Konzentrationen Glutaraldehyd oder 
BS3 quervernetzt. Aufgrund der schnelleren Reaktion wurde das Quervernetzen mit 
Glutaraldehyd nur für 5 min auf Eis und das Crosslinken mit BS3 wurde für 2 h bei 4 °C 
auf dem Rotator im Kühlraum durchgeführt. Überschüssiges GA oder BS3 wurde 2-mal 
für 5 min mit 1 mL Tris-HCl (pH 7.5) zum Abreagieren gebracht. 
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4.5.1.9 Verdau auf den Beads 
Auf den Beads angereicherte Proteine wurden mit 100 µL einer Verdaulösung (2 M 
Harnstoff, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.5 µg Trypsin) für 30 min bei 27 °C und 800 RPM 
gespalten. Das Lysat wurde mit dem Magnetständer von den Beads getrennt, in ein neues 
0.5 mL Low-Bind Reaktionsgefäß überführt und über Nacht bei RT verdaut. Die 
entstandenen Peptide wurden anschließend reduziert, alkyliert und mittels Stage Tips 
entsalzt (Kapitel 4.5.2.7). 
4.5.1.10 Western Blot 
Nach der Gelelektrophorese wurden die 4-12% Bis-Tris Gele direkt für den Transfer auf 
eine PVDF-Membran genutzt. Im ersten Schritt wurden 4 Schwämmchen und 2 
rechteckige Kartonstückchen in Transferpuffer eingeweicht. Davon wurden 2 
Schwämmchen und ein Kartonstückchen auf der Unterseite des XCell II™ Blot Module 
platziert und die aktvierte PVDF-Membran darauf gelegt (Abbildung 28). Das Gel und 
die restlichen Schwämmchen und Kartonstückchen wurden darauf geschichtet und die 
Luftblasen zwischen Membran und Gel entfernt. Die so erstellte Transfereinheit wurde in 
der XCell SureLock® Mini-Cell Blotkammer mit Transferpuffer aufgefüllt und so 
ausgerichtet, dass die Proteine vom Gel auf die Membran übertragen wurden. Der 
Transfer wurde entweder bei 30 V für 1 h oder mit 15 V über Nacht durchgeführt. Nach 
dem Transfer wurde das Gel, zur Kontrolle, mit Coomassie angefärbt. 
 
Abbildung 28: Schematische Darstellung des Aufbaus der Transfereinheit, die für den Tankblot verwendet 
wurde. 
Durch die Anlagerung von anionischen Tensiden wird auf allen Proteinen eine einheitliche negative Ladung erzeugt. 
Durch das Anlegen einer Spannung werden die aufgetrennten Proteine vom Gel auf die Membran übertragen. 
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Die geblottete Membran wurde zunächst für 30 min in 1 x PBST Puffer mit 5 % 
Magermilch geblockt, um unspezifische Bindungen an die Membran zu verhindern. 
Danach folgte die Inkubation des ersten Antikörpers (anti-HA (SIGMA), anti-FLAG 
(Cell Signalling) oder anti-DNA-PK (Abcam); 1 h; 1:1000 verdünnt), der in 1 x PBST 
Puffer mit 5 % Magermilch gelöst war. Nach 3 Waschschritten für je 5 min mit 1 x PBST 
Puffer wurde der zweite Antikörper (anti-Kaninchen oder anti-Maus; 1 h; 1:1000 
verdünnt) auf die Membran gegeben. Abschließend wurde die Membran 3-mal für 10 min 
1 x PBST Puffer gewaschen. Für die Detektion des Western Blots wurde die Membran 
mit H2O gewaschen und mit 1 mL Entwicklerlösung aus dem Clarity ECLTM Western 
Blot Kit auf einer Klarsichtfolie inkubiert. Die Detektion der Chemilumineszenzsignale 
wurde an einem Chemilumineszenzdetektor von Alpha Innotech für 2-5 min bei hoher 
Auflösung durchgeführt. Die PVDF-Membran wurde nach der Detektion mit Ponceau 
angefärbt. 
4.5.1.11 Silberfärbung 
Die verwendeten Bis-Tris Gele wurden mit dem SilverXpress Kit angefärbt. Zunächst 
wurde das Gel mit 200 mL 50 % MeOH und 10 % Essigsäure für 10 min fixiert. Es folgte 
die Sensibilisierung mit 2-mal je 100 mL 50 % MeOH und Glutaraldehyd (5 mL 
Sensitizer) für 30 min. Nach 2 Waschschritten (5 min) mit je 200 mL H2O wurde das Gel 
mit 100 mL Silberlösung (Färbemittel A (5 mL Silbernitrat) und Färbemittel B (5 mL 
Ammoniak NaOH)) für 15 min angefärbt. Es folgten 2 weitere Waschschritte wie oben 
beschrieben. Die Entwicklung des Gels wurde mit 100 mL Entwicklerlösung (5 mL 
Entwickler (Formaldehyd) in 95 mL H2O) durchgeführt. Um die Entwicklung des Gels zu 
stoppen wurden 5 mL der Stopplösung (Zitronensäure) zugegeben. Abschließend wurde 
das Gel 3-mal mit 100 mL H2O für jeweils 10 min gewaschen und im Kühlschrank 
gelagert. 
4.5.1.12 Synthese von Disuccinimidyl Sulfoxid (DSSO) 
DSSO wurde wie in Kao et al. 2011 beschrieben synthetisiert (Abbildung 29). Im ersten 
Schritt wurde das Sulfid S1 synthetisiert: 3,3-Thiodipropionsäure (2.50 g; 14.0 mmol) 
wurde mit N-hydroxy-succinimid (3.30 g; 28.6 mmol) in einem Rundkolben in 1,4-
Dioxan (60 mL) gemischt. Die Reaktionsmischung wurde mit einem Rührfisch 
durchmischt während eine Lösung von N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (5.79 g; 28.1 
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mmol) in Dioxan (20 mL) über einen Tropftrichter unter Argon innerhalb von 12 h 
zugegeben wurde. Nach der Reaktion wurde der unlösliche Harnstoff mittels Filter und 
Büchnertricher von der flüssigen Fraktion getrennt. Letztere wurde anschließend im 
Rotationsverdampfer eingeengt. Der weiße Rückstand wurde mit kaltem Diethylether und 
kaltem Hexan gewaschen. Der gewaschene Feststoff (Sulfid S1) wurde im Exsikkator 
getrocknet und ohne weitere Reinigung verwendet.  
Sulfid S1 (0.600 g; 1.61 mmol) in Chloroform (CHCl3, 30 mL) wurde bei 0 °C mit einer 
Lösung von m-Chloroperbenzoesäure (0.371 g; 1.61 mmol) in CHCl3 (10 mL) gemischt. 
Das Produkt wurde gefiltert und mit kaltem CHCl3 (10 mL) und kaltem MeOH (10 mL) 
gewaschen. Das Filtrat wurde für 1 h auf -10 °C gekühlt und erneut mit kaltem CHCl3 
und MeOH gewaschen und im Exsikkator bei reduziertem Druck getrocknet und ohne 
weitere Reinigung verwendet. 
Die qualitative Überprüfung wurde  mittels direkter Messung über eine Nanospray Nadel 
an einer LTQ durchgeführt. 
 
Abbildung 29: Reaktionsschema der Synthese von Disuccinimidylsulfoxid. 
Im ersten Schritt wurde 3,3'-Thiodipropionsäure mit N-hydroxysuccinimid und Dicyclohexylcarbodiimid in Dioxan 
zum Sulfid S-1 synthetisiert. Im zweiten Schritt wurde Sulfid S-1 mit meta-Chlorperbenzoesäure in Chloroform zu 
DSSO oxidiert (Modifiziert nach (Kao et al., 2011)). 
 
Zur qualitativen Überprüfung des Reaktionsproduktes wurde die Substanz DSSO in 50 % 
ACN mit 0.1 % FA gelöst und an der LTQ per direct infusion gemessen. Für das 
Massenspektrum in Abbildung A. 36 wurden die Spektren von 1 min Messzeit 
zusammengefasst. Es ist deutlich zu sehen, dass DSSO mit dem größten Peak das 
Hauptprodukt ist (m/z 411.04). Weiterhin ist zu sehen, dass auch das Edukt S-1 (m/z 
395.04) und eine doppelt oxidierte Form (m/z 427.08) nach der Synthese vorliegen. 
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4.5.1.13 LTQ Messungen mit der Nanospraynadel 
Die verwendeten niedermolekularen Substanzen oder nicht komplexe Proben zur 
Methodenvalidierung wurden mit einer Nanospraynadel an einer LTQ gemessen. Hierzu 
wurde 1 µL der jeweiligen Lösung mit je 50 µL H2O und ACN versehen und mit 
Ameisensäure auf 0.1 % angesäuert. Von dieser Lösung wurden etwa 10 µL in die 
Nanospraynadel pipettiert und in der dafür vorgesehenen Quelle platziert und 
ausgerichtet. Mit Hilfe der Spritzenvorrichtung wurde Druck auf die Nadel ausgeübt, 
sodass die Probe aus der Nadel fließen konnte. Gleichzeitig wurden die Massenspektren 
der jeweiligen Substanzen für 1 Minute aufgezeichnet. Die verwendete Quelle 
(Nanospray Flex) wurde mit einer Spannung von 2.11 kV und einer Kapillartemperatur 
von 199.99 °C betrieben. 
4.5.1.14 Crosslinking von Cytochrom C mit DSSO 
Das Crosslinking mit Cytochrom C bovine heart wurde mit einer 200 µM Stocklösung in 
1x PBS (pH 7.5) und einer 20 mM Stocklösung von DSSO in DMSO durchgeführt. Um 
einen 10-fachen Überschuss an DSSO zu erreichen, wurden 20 µL an Cytochrom C mit 2 
µL DSSO gemischt. Anschließend wurde das Cytochrome C bei RT für eine Stunde auf 
dem Schüttler Stufe 1 mit DSSO quervernetzt. Überschüssiges DSSO wurde nach der 
Reaktion mit 178 µL einer Lösung von 200 mM ABC zum Abreagieren gebracht. Für den 
tryptischen Verdau des quervernetzten Proteins wurden 0.5 µg Trypsin in 50 µL 0.1 mM 
ABC zugegeben und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Von den entstandenen Peptiden, die 
in 250 µL Endvolumen gelöst waren, wurden 2 µL entnommen und im 
Vakuumkonzentrator eingeengt. Die eingeengten Peptide wurden für die Messung in 20 
µL 2 % ACN und 0.1 % FA aufgenommen und 8 µL der Probe wurde für die Messung 
injiziert (Kao et al., 2011). 
4.5.1.15 NanoLC-MS/MS Analyse für Proben mit quervernetzten Peptiden 
Die Messung der Proben mit quervernetzten Peptiden wurde wie in Kapitel 4.5.2.10 
beschrieben durchgeführt. Zusätzlich wurde für manche Messungen die Mindestladung 
für die Auswahl von MS1-Spektren auf +4 erhöht. 
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4.5.1.16 Datenbanksuche von quervernetzten Peptiden mit StavroX 
Die massenspektrometischen Rohdaten wurden für die Analyse mit der Software StavroX 
in das mgf-Format (mascot generic file) umgewandelt. Die mgf-Datei wurde 
anschließend zusammen mit einer Textdatei in die Software geladen, die alle zu 
untersuchenden Proteine im FASTA-Format beinhaltete. Als Enzym wurde Trypsin mit 3 
möglichen ausgelassenen Schnittstellen ausgewählt. Die einzige feste Modifikation war 
die Alkylierung von Cysteinen. Als variable Modifikation wurde die Oxidation von 
Methionen und Pyroglutaminsäure am N-Terminus angeben. Der verwendete Crosslinker 
war BS3, der mit den Seitenketten von Lysin reagiert. Die Massengenauigkeit des 
Precursors wurde auf 3 ppm und die der Fragmentionen auf 10 ppm festgelegt. Das untere 
Massenlimit betrug 200 Da und das obere 6000 Da. Als Fragmentionen wurden b- und y-
Ionen ausgewählt. Die minimale FDR für quervernetzte Peptide wurde auf 5 % festgelegt. 
4.5.1.17 Crosslinking von UBX und p97N mit DSSO 
Die überexprimierten Proteine UBX und p97N wurden von Petra Hänzelmann (AG 
Schindelin, RVZ) zur Verfügung gestellt. Beide Proteine lagen bereits in einem 1:1 
Verhältnis und einer Konzentration von 18 mg/mL in 1 x PBS Puffer vor. Für das 
Quervernetzen der Proteine, mit anschließender Analyse im Gel, wurden 2 µL der 
Proteinstocklösung mit 0.5 - 2 µL einer 10 mM DSSO Stocklösung (in DMSO) versehen 
und mit 1 x PBS Puffer auf 13 µL Endvolumen aufgefüllt. Die Quervernetzungsreaktion 
wurde für 1 h auf einem Schüttler bei Stufe 2 durchgeführt. Anschließend wurde das 
restliche DSSO mit 13 µL einer 1 M ABC-Lösung gequencht. Das Endvolumen von 26 
µL wurde mit 10 µL 4 x LDS Puffer und 4 µL DTT 500 mM versehen und für 10 min bei 
70 °C gekocht. Weiterhin wurden die Proben für die MS-Messungen mit einer finalen 
Konzentration von 120 mM IAA für 20 min im Dunkeln alkyliert. Für jede Geltasche 
wurden 10 µL des Ansatzes mit 10 µL 1 x LDS verdünnt. Die Gelelektrophorese wurde 
wie in Kapitel 4.5.2.8 beschrieben durchgeführt. Die Gelbanden wurden entweder mit 0.1 
µg Trypsin oder Elastase verdaut und mit der Orbitrap Velos Pro gemessen. Hierzu 
wurden 18 µL der Probe für die Messung  über den Autosampler injiziert. 
4.5.1.18 MS3-Methode für das DSSO Crosslinking 
Für die Messung von Peptiden, die mit DSSO quervernetzt wurden, wurde eine 
angepasste MS3-Methode verwendet. Ein Messzyklus setzte sich aus den in Tabelle 6 
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beschriebenen Scans zusammen. Zunächst wurde ein Precursorscan (MS1) mit einer 
Auflösung von 30000 durchgeführt. Der intensivste Peak aus dem MS1 wurde mittels 
CID fragmentiert und mit einer Auflösung von 7500 in der Orbitrap gemessen (MS2). Aus 
diesem Scan wurden die beiden intensivsten Peaks nacheinander mit CID fragmentiert 
und die Fragmente wurden in der LTQ gemessen (2-mal MS3). 
Anschließend wurde der zweitintensivste Peak aus dem MS1 (Tabelle 6 Scan 5) mit CID 
bei einer Auflösung von 7500 fragmentiert. Wiederum wurden die beiden intensivsten 
Peaks aus diesem Scan mit CID fragmentiert und in der LTQ gemessen (2-mal MS3). 
Tabelle 6: Verwendeter Scanzyklus, der für die Detektion von quervernetzten Peptiden mit DSSO verwendet 
wurde. 
 
Scan-Nr. MS-Ebene Detektor Auflösung Fragmentierung Bezugsscan 
1 MS1 Orbitrap 30000 - - 
2 MS2 Orbitrap 7500 CID Most intense 
Peak aus 
Scan 1 
3 MS3 LTQ min. 500 CID Most intense 
Peak aus 
Scan 2 
4 MS3 LTQ min. 500 CID 2nd most 
intense Peak 
aus Scan 2 
5 MS2 Orbitrap 7500 CID 2nd most 
intense Peak 
aus Scan 1 
6 MS3 LTQ min. 500 CID Most intense 
Peak aus 
Scan 5 
7 MS3 LTQ min. 500 CID 2nd most 
intense Peak 
aus Scan 5 
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4.5.1.19 Datenbanksuche für quervernetzte Peptide mit DSSO 
Die Rohdaten, die mit der MS3-Methode aus Kapitel 4.5.1.18 erzeugt wurden, wurden 
von Dr. Jens T. Vanselow (AG Schlosser, RVZ) mit einem Skript umgeschrieben. Somit 
konnten die MS3-Spektren als Fragmentionenspektren (MS2) über den Mascot Distiller 
gegen eine kleine selbsterstellte Datenbank gesucht werden. Hierzu wurde der Mascot 
Distiller 2.4 mit folgenden Paramatern verwendet (Tabelle 7): Massentoleranz der Peptide 
10 ppm; MS/MS Massentoleranz 0.6 Da; Trypsin mit 3 ausgelassenen Spaltstellen oder 
keine bei Elastase; feste Modifikationen: Carbamidomethylierung (C); variable 
Modifikationen: Acetyl (Protein N-term), DSSO inter A (K), DSSO inter S (K), DSSO 
inter T (K), Gln->pyro-Glu (N-term Q), Oxidation (M). 
Tabelle 7: Liste der verwendeten festen und variablen Modifikationen mit Masse und elementarer 
Zusammensetzung. 
 
Modifikation Masse Zusammensetzung 
Acetyl (Protein N-term) 42.0106 Da C2H2O 
Carbamidomethyl (C) 57.0215 Da C2H3NO 
DSSO inter A (K) 54.0106 Da C3H2O 
DSSO inter S (K) 103.9932 Da C3H4O2S 
DSSO inter T (K) 85.9826 Da C3H2OS 
Gln->pyro-Glu (N-term Q) -17.0266 Da - H3N 
Oxidation (M) 15.9949 Da O 
 
4.5.1.20 Markierung der C-Termini von Peptiden mit 18O bei pH 8 
Für die Markierung der C-Termini von Peptiden, wurden 10 pmol des Proteins ß-
Galactosidase (ß-Gal; bereits red. und alkyliert) durch Gelelektrophorese in eine 
Gelmatrix gebracht (Kapitel 4.5.2.8). Ein 10 µL Aliquot mit 0.1 µg/µL Trypsin wurde im 
Vakuumkonzentrator eingeengt und erneut mit 10 µL 50 mM Essigsäure in H218O 
aufgenommen. Mit einer Lösung von 0.1 M ABC in H218O wurde das Trypsin Aliquot auf 
100 µL aufgefüllt und für den weiteren Verdau verwendet. Hierzu wurden 10 µL Trypsin 
in 0.1 M ABC zu einer getrockneten ß-Gal Gelbande gegeben und mit 30 µL 0.1 M ABC 
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in H218O für den Verdau über Nacht aufgefüllt. Nach dem Verdau wurde die Reaktion mit 
0.5 µL Ameisensäure auf pH 3 angesäuert, um das restliche Trypsin zu inaktivieren. 
4.5.1.21 Markierung der C-Termini von Peptiden mit 18O bei pH 8 und pH 6 
Für die erste Markierungsreaktion bei pH 8 wurde das Aliquot wie in Kapitel 4.5.1.20 
beschrieben vorbereitet. Die getrockneten Gelbanden mit 10 pmol ß-Gal wurden wie in 
Kapitel 4.5.1.20 beschrieben behandelt. Die markierten Peptide wurden in ein neues 0.5 
mL Lowbind Reaktionsgefäß überführt und die Gelstücke mit 10 µL 0.1 M ABC in H218O 
für 30 min auf dem Schüttler extrahiert. Das Extrakt wurde im 0.5 mL Reaktionsgefäß 
vereint und mit 0.5 µL Ameisensäure angesäuert (pH 3) und in der Lyophille getrocknet. 
Für die zweite Markierung wurde zu einem Aliquot Trypsin 100 µL 50 mM 
Zitronensäure (pH 6) gegeben und in der Lyophille eingetrocknet. Das getrocknete 
Trypsin wurde mit 100 µL H218O in Lösung gebracht. Von dieser Lösung wurden 10 µL 
und weitere 20 µL H218O auf die bereits markierten Peptide gegeben und die Peptide ein 
weiteres Mal bei pH 6 für 120 min bei 37°C und 1200 rpm markiert. Nach der 
Ansäuerung der Peptide mit 0.5 µL Ameisensäure (pH 3) wurde die Messung direkt aus 
H218O durchgeführt oder die Probe mittels StageTips entsalzt (siehe 4.5.2.7). 
4.5.1.22 Inaktivierung von Trypsin mit Pefabloc nach der 18O-Markierung 
Nach der Markierungsreaktion wie in Kapitel 4.5.1.21 beschrieben, wurde das restliche 
Trypsin mit 5µg Pefabloc (in 1µL 18O-Wasser gelöst) für 15 min bei 500 RPM und RT 
inaktiviert und mit FA angesäuert. Die Probe wurde anschließend mittels StageTips 
entsalzt und für die Messung in 22 µL 2% ACN mit 0.1% FA aufgenommen (H216O). 
4.5.2 Interaktionen von Protein mit niedermolekularen Verbindungen 
Um die Interaktionspartner verschiedener niedermolekularer Verbindungen zu 
identifizieren, wurden diese an magnetische Streptavidinbeads immobilisiert. Als 
Kontrolle wurden unbeladene Streptavidinbeads benutzt. Beide Proben wurden parallel 
mit INA6 Zelllysat inkubiert, gewaschen und die Proteine mit LDS Puffer eluiert. Die 
quantitative Information beider Proben wurde in der Auswertung dazu genutzt, um 
zwischen spezifisch an dem Inhibitor gebundene Proteine von unspezifisch an den Beads 
gebundene Proteine zu unterscheiden. 
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4.5.2.1 Immobilisierung der biotinylierten Verbindungen 
Die niedermolekularen Verbindungen wurden aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften 
in DMSO gelöst. Für die Immobilisierung wurden die Verbindungen und die 
magnetischen Beads zunächst auf Raumtemperatur äquilibriert. Anschließend wurden für 
jede Probe 50 - 100 µL an Beaduspension entnommen und mit einer 1:1 Mischung von 
DMSO und 50 mM Borat Puffer pH 8.5 gewaschen. Um die magnetischen Beads mit den 
biotinylierten Verbindungen zu sättigen, wurden 500 nmol der Substanzen in 400 µL 
einer 1:1 Mischung von DMSO und 50 mM Borat Puffer pH 8.5 über Nacht bei 
Raumtemperatur rotiert. Die Kontrollbeads wurden gleichermaßen ohne Inhibitor 
behandelt. Der Überstand wurde am nächsten Morgen verworfen und die Beads 2-mal mit 
1 mL 50 % DMSO gewaschen. Beim zweiten Waschen wurden die Beads in neue 2 mL 
Reaktionsgefäße transferiert und 2-mal mit 500 µL Pierce IP Lysis Buffer gewaschen.  
4.5.2.2 Anzucht von INA6-Zellen 
INA6-Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 in RPMI-Medium mit 2 ng/mL Interleukin-
6 kultiviert. Dem Medium wurde außerdem 10 % FBS, 100 U/mL Penicillin, 100 μg/mL 
Streptomycin, 1 mM Natriumpyruvat und 2 mM Glutamin zugegeben. Die Anzucht aller 
INA6-Zellen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurde von Dr. Daniela Brünnert 
(AG Bargou) durchgeführt. Startbedingungen waren 100.000 Zellen, die für ca. eine 
Woche auf die gewünschte Zellzahl vermehrt wurden. 
4.5.2.3 SILAC Labeling von INA6 Zellen 
Für die Markierung von INA6-Zellen mit Lys6 und Arg10 wurde das Medium RPMI-
1640 mit 10 % dialysiertem FBS und 200 mM L-Glutamine verwendet. Für die 
Markierung mit schwerem Lysin und Arginin wurden 12.05 mg/50 mL Arg10 und 2 
mg/50 mL Lys6 zugegeben. Um die metabolische Konversion von Arginin zu Prolin zu 
verhindern wurden zusätzlich 2 mg/50 mL Prolin verwendet. Die INA6-Zellen wurden 
mindestens 7 Tage im SILAC Medium herangezogen, um eine vollständige Markierung 
zu erreichen. Die Markierung der Kontrolle mit leichtem Lysin und Arginin wurde mit 
leichten Aminosäuren in gleicher Weise durchgeführt. Die Markierung der Zellen wurde 
von Dr. Daniela Brünnert (AG Bargou) durchgeführt. 
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4.5.2.4 Zelllyse von INA6 Zellen 
INA6-Zellen (5*107) wurden mit 2 mL Pierce IP Lysis Buffer und 20 µL Halt Protease 
Inhibitor Cocktail aufgeschlossen. Hierzu wurden die Zellen über einen Zeitraum von 10 
Minuten jede Minute auf einem Schüttler durchmischt und zwischendurch auf Eis 
abgekühlt. Das entstandene Zelllysat wurde in einer auf 4 °C vorgekühlten Zentrifuge 5 
min bei 16.000 x g von den festen Bestandteilen getrennt. Weiterhin wurde die 
Proteinkonzentration mittels BCA-Assay (Pierce) ermittelt. 
4.5.2.5 Anreicherung der Zielproteine 
Mit Inhibitor beladene magnetische Beads und die Beadkontrolle wurden mit 3-5 mg 
INA6 Proteinlysat versehen und 2-3 h oder über Nacht bei 4 °C kopfüber rotiert. Danach 
wurde das Zelllysat entnommen und die Beads 4-mal mit 1 mL HEPES-Puffer (0.5 % 
NP40) gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden mit 360 µL 1 x LDS Probenpuffer 
eluiert und mit 40 µL 500 mM DTT für 10 min bei 70 °C reduziert. Weiterhin wurden die 
Proben für die MS-Messungen mit einer finalen Konzentration von 120 mM Iodacetamid 
für 20 min im Dunkeln alkyliert. Mit einem Magnetständer wurden die Eluate von den 
magnetischen Beads getrennt. Die Fällung der Proteine im Eluat wurde mit dem 4-fachen 
Probenvolumen an Aceton über Nacht bei -20 °C durchgeführt. Die gefällten 
Proteinpellets wurden 3-mal mit 1 mL 80 % Aceton gewaschen. 
4.5.2.6 Verdau von Proteinen in Lösung 
Die gefällten Proteine wurden in 50 µL 0.5 % Natriumdeoxycholat (SDC) und 0.1 M 
Ammoniumhydrogencarbonat (pH 8) gelöst und mit Trypsin bei 37 °C über Nacht 
verdaut (Trypsin-zu-Protein Verhältnis: 1:200). Danach wurden 60 µL Ethylacetat und 
2.4 µL 25 % TFA zugegeben. Das protonierte SDC löst sich nun im Essigsäureethylester 
und kann einfach abgetrennt werden (Masuda et al., 2008). Reste an Essigsäureethylester 
wurden mit dem Vakuumkonzentrator entfernt und die entstandenen Peptide mittels C18 
Stage Tips entsalzt. 
4.5.2.7 Entsalzung von Proben mit Stage Tips 
In eine gelbe 200 µL Pipettenspitze wurden 3 Scheiben 3M Empore™ SPE Extraction 
Disks platziert. Zunächst wurde das C18-Material mit 50 µL Methanol aktiviert und 
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anschließend mit 50 µL 60 % ACN und 0.3 % TFA gewaschen (Stage Tip Zentrifuge), 
gefolgt von einer Äquilibrierung mit 2-mal 50 µL 0.3 % TFA in H2O (Stage Tip 
Zentrifuge). Für das Entsalzen der Probe wurden zunächst weitere 50 µL 0.3 % TFA in 
H2O auf die C18 Scheiben vorgelegt und anschließend die Probe dazu pipettiert, um 
durch die Verdünnung zu verhindern, dass Reste an Essigsäureethylester die Peptide 
direkt beim Laden auf das C18-Material eluieren. Die geladenen Peptide wurden 2-mal 
mit 50 µL 2 % ACN und 0.3 % TFA in H2O gewaschen (Stage Tip Zentrifuge) und 
danach mit 2-mal 20 µL 60 % Acetonitril und 0.3 % TFA bei 2.000 x g für 5 min in 0.5 
low-bind Reaktionsgefäße eluiert. Das Elutionsvolumen wurde anschließend in der 
Vakuumzentrifuge zur Trockene eingeengt. Für die MS-Messung wurden die 
getrockneten Proben in 2 % ACN und 0.1 % FA aufgenommen, geschüttelt, 5 min im 
Ultraschallbad resolubilisiert und in ein HPLC-Gefäß transferiert. 
4.5.2.8 SDS-PAGE 
Die Proben wurden mit 1 x LDS Probenpuffer  versehen und mittels 4-12% Bis-Tris 
Gelen und MOPS Puffer bei 220 V für 50 min aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurden 
die Gele 3-mal mit H2O gewaschen und für 1 h mit Simply Blue Safe Stain angefärbt. 
Das Entfärben der Gele wurde ebenfalls für 1 h mit H2O durchgeführt. Die Gele wurden 
bis zur Vorbereitung für die MS-Messung bei 4 °C gelagert. 
4.5.2.9 Verdau von Proteinen im Gel 
Die Gelspur einer Probe wurde in 15 Banden geschnitten und in 0.5 mL Low-Bind 
Reaktionsgefäße aufgeteilt. Jede Bande wurde zudem mit einem Skalpell in kleinere 
Teilstücke geschnitten. Die Proben wurden dann mit 400 µL einer Lösung aus 30 % ACN 
und 0.1 M ABC (pH 8) für 10 min auf einem Schüttler Stufe 1 entfärbt. Ein erneuter 
Waschschritt wurde gleichermaßen mit 400 µL 0.1 M ABC (pH 8) durchgeführt. Die 
entfärbten Gelstücke konnten mit 400 µL ACN geschrumpft und mit dem 
Vakuumkonzentrator getrocknet werden. Die Gelbanden wurden mit 0.1 µg Trypsin in 
0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat (pH 8) bei 37 °C über Nacht verdaut. Nachdem der 
Überstand in ein HPLC-Gefäß überführt wurde, wurden die Peptide aus den Gelstücken 
mit 10 µL 5 % Ameisensäure für 30 min auf einem Schüttler Stufe 1 extrahiert und im 
selben HPLC-Gefäß vereint. 
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4.5.2.10 NanoLC-MS/MS Analyse 
Die Proben wurden mit einer Orbitrap Fusion oder einer Orbitrap Velos Pro gemessen, 
die mit einer EASY-Spray Ionenquelle gekoppelt an eine EASY-nLC 1000 verbunden ist. 
Die Peptide wurden auf eine TRAP-Säule geladen (2 cm x 75 µm ID, PepMap C18, 3 µm 
Partikel, 100 Å Porengröße) und mit einer EASY-Spray analytischen Säule (75 µm ID, 
PepMap C18, 2 µm Partikel, 100 Å Porengröße, Umkehrsäulenmaterial) mit einem 200 
nL/min Fluss und einem linearen Gradienten von 3 % bis 32 % Acetonitril 0.1 % FA 
aufgetrennt. 
Die Proben, die in Lösung verdaut wurden, wurden auf einer 50 cm analytischen Säule 
mit einem 180 min Gradienten auf einer Fusion Orbitrap analysiert (MS Scanauflösung 
von 60,000, MS/MS Scanauflösung 7,500, HCD Fragmentierung, Top Speed Methode 
mit max. 3 sek Zyklusdauer). 
In-Gel Proben wurden mit einer 25 cm Säule und einem 30 min Gradienten auf einer 
Orbitrap Fusion (MS Scanauflösung von 60,000, MS/MS Scanauflösung 7,500, HCD 
Fragmentierung, Top Speed Methode mit max. 3 sek Zyklusdauer) oder mit einem 
Orbitrap Velos Instrument mit einer MS Scanauflösung von 30.000 gemessen. Orbitrap 
Velos Pro MS/MS Scans wurden entweder mit der Orbitrap (Auflösung 7,500, HCD 
Fragmentierung, Top 5 Methode) oder in der Ionenfalle gemessen (CID Fragmentierung, 
Top 15 Methode). 
Einfach geladene Vorläufermoleküle wurden nicht für MS/MS Spektren ausgewählt und 
es wurde eine dynamische Ausschlussliste angewandt. EASY-IC (Fusion) oder Lock-
Mass (Velos) wurden für die interne Kalibrierung während allen Läufen verwendet. 
4.5.2.11 MS Datenanalyse 
Für die Datenprozessierung der Rohdaten, die Datenbanksuche und die Quantifizierung 
wurde Maxquant Version 1.5.3.30 oder höher benutzt (Cox and Mann, 2008). Gesucht 
wurde gegen die H. sapiens Proteomdatenbank (UniProt) und zusätzlich gegen eine 
Datenbank mit bekannten Kontaminierungen. Weiterhin wurde die Suche auf den 
tryptischen Verdau und drei mögliche Schneidefehler angepasst. 
Material und Methoden 
 
88 
Die Identifizierung von Proteinen erfolgte mittels False-Discovery Rate (< 1% FDR Auf 
Protein- und Peptidebene). Zusätzlich zu den Maxquant Standardeinstellungen wurde die 
Suche gegen folgende variable Modifikationen durchgeführt: Acetylierung des Protein N-
Terminus, Gln zu pyro-Glu (N-term. Gln) und Oxidation (Met). Für die 
Proteinquantifizierung wurden die LFQ Intensitäten genutzt. Proteingruppen mit weniger 
als 2 identifizierten razor/unique Peptiden wurden verworfen. Experimente zu denen ein 
In-Lösungs- und ein In-Gel Verdau durchgeführt wurde, wurden bei der Auswertung als 
technische Replikate zusammengefasst. 
Zur weiteren Datenanalyse wurde ein hausintern entwickeltes R-Skript benutzt. Fehlende 
LFQ Intensitäten in den Kontrollproben wurden mit Werten nahe der Basislinie ersetzt 
(z.B. mit Werten von einer Normalverteilung mit einem Mittelwert von dem 1 % Quantil 
der log10-transformierten LFQ Intensitäten (der Inhibitor- und der zugehörigen 
Kontrollprobe) und einer Standardabweichung von 0.05. Um die signifikant 
angereicherten Proteine innerhalb der Replikate zu identifizieren wurde das R-Paket 
Limma benutzt. Weitere Kriterien waren: Signifikante Anreicherung in mindestens 2 
Replikaten und ein Benjamini-Hochberg angepasster p-value von 0.02 oder weniger, was 
einem q-value von 2% (FDR) entspricht.  
Um zwei verschiedene Anreicherungsexperimente mit mehreren Replikaten zu 
vergleichen, wurden die log2-Proteinverhältnisse beider Versuche jeweils standardisiert 
(Z-Score, Gleichung 4) und gegeneinander aufgetragen.  
Z = 𝑥 −µ
𝜎
             (4) 
    Mit: µ Median 
            σ Standardabweichung 
Hierzu wurden von allen Medianen der log2-Proteinverhältnisse (x) (Inhibitor/Kontrolle 
(mit n Replikaten > 1)) der Median der log2-Proteinverhältnisse aller Daten (µ) 
abgezogen und durch die Standardabweichung (σ) geteilt. Fehlende Z-Scores wurden für 
die graphische Darstellung durch 0 ersetzt. Die beiden Z-Scores wurden anschließend 
gegeneinander geplottet. 
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Für die Interpro-Domänen-Anreicherung wurde der Fisher´s exact test mit folgenden 
Kriterien angewendet: Signifikant angereicherte Proteine (q < 0.02 und n>1 und Median 
log2 Proteinverhältnis > 0); Unspezifisch angereicherte Proteine (q >= 0.02 und n>1). 
4.5.2.12 MS-Datenanalyse von SILAC Experimenten 
Die Analyse der Daten aus den SILAC Experimenten wurde mit entsprechenden 
Änderungen wie in Kapitel 4.5.2.11 beschrieben durchgeführt. 
Die Quantifizierung wurde anhand der erzeugten schweren und leichten Peptidpaare 
erreicht. Hierzu wurde Lys6 und Arg10 als Quantifizierungsoption in Maxquant 
ausgewählt. Die maximale Anzahl an Markierungen wurde auf drei begrenzt. 
4.5.2.13 DNA-PK Kinaseassay 
Der Kinaseassay wurde wie vom Hersteller beschrieben verwendet. Hierzu wurde 
zunächst eine Verdünnungsreihe der verwendeten Inhibitoren in der 384-Well Platte 
angesetzt. Die Verdünnungen wurden in 1x Kinasepuffer angesetzt und die finale DMSO-
Konzentration betrug 1 % in jedem Behandlungswell. 
Als nächstes wurde der Substrat/ATP-Mix angesetzt. Dazu wurden 50 µL 4 x 
Kinasepuffer mit 50 µL 100 µM ATP (10X) und 100 µL Substrat (1 mg/mL) gemischt. 
Anschließend wurde die Kinaselösung mit 98 µL H2O, 35 µL 4 x Kinasepuffer und 7 µL 
DNA-PK (100 ng/µL) erzeugt. Für jede Kinasereaktion wurden 2 µL der Kinaselösung, 1 
µL der entsprechenden Inhibitorverdünnung und 2 µL des Substrat/ATP-Mix gemischt. 
Als Positivkontrolle wurde die Kinase ohne den Einfluss von Inhibitor verwendet. Für die 
Negativkontrolle wurden die Kinase und der Inhibitor weggelassen. Das Endvolumen in 
jedem Behandlungswell betrug 5 µL. 
Das Reaktionsvolumen wurde zunächst für 2 min im TriStar LB 941 Multimode 
Mikroplattenleser geschüttelt und für 60 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden in 
jedes Well 5 µL ADP-Glo Reagenz pipettiert, erneut 2 min geschüttelt und für 60 min bei 
RT inkubiert. Um die Kinaseaktivität zu detektieren wurden 10 µL 
Kinasedetektionsreagenz zu jedem Ansatz pipettiert, für 2 min geschüttelt und für 60 min 
bei RT inkubiert. Die Messung der Chemilumineszenz wurde mit einem TriStar LB 941 
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für 0.5 sek durchgeführt. Alle gemessenen Inhibitorkonzentrationen wurden mindestens 
in 3-facher Bestimmung durchgeführt. Für die Auswertung wurde zunächst der Nullwert 
der Negativkontrolle von allen Werten abgezogen. Im nächsten Schritt wurden alle 
Inhibitorkonzentrationen auf den 100 % Wert der Positivkontrolle normiert. 
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5 Ergebnisse und Diskussion 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum einen Protein-Protein Interaktionen (Kapitel 5.1) 
und zum anderen Interaktionen von niedermolekularen Substanzen mit Proteinen (Kapitel 
5.2) analysiert.  
Die Versuche bezüglich der Protein-Protein Interaktionen wurden mit dem Ziel 
durchgeführt, neue bzw. verbesserte Methoden und Strategien für das sogennante 
Topology Mapping zu entwickeln, um direkte von indirekten Interaktionen voneinander 
unterscheiden zu können. Als Methode hierfür wurde das Quervernetzen von Proteinen 
gewählt und verschiedene Strategien evaluiert. Als Modellsysteme wurden rekombinante 
Proteine mit geringer Probenkomplexität und bekannter Interaktion, aber auch komplexe 
Proben aus der Co-IP eines Proteinkomplexes (Mediatorkomplex) mit möglichen neuen, 
unbekannten Interaktionen verwendet.  
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die potentiellen zellulären Zielstrukturen von 
verschiedenen Verbindungen identifiziert, die einen wachstumshemmenden Effekt auf 
MM-Zellen haben. Hierfür wurden die Verbindungen an Beads immobilisiert und die 
potentiellen Drug Targets aus einem komplexen MM-Zelllysat angereichert. Diese 
Versuche wurden im Rahmen der Klinischen Forschergruppe 216 durchgeführt. 
5.1 Analyse von Protein-Protein Interaktionen 
Die Kombination von Co-IP und Massenspektrometrie ist eine leistungsfähige Methode, 
um Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen (Bauer and Kuster, 2003). Neben der 
Identifizierung von stabilen Interaktionen können, durch eine schonende 
Probenvorbereitung, auch schwache und transiente Interaktionen untersucht werden (Uthe 
et al., 2017). Die entscheidende Limitation dieser Strategie ist es, dass man nicht 
zwischen direkten und indirekten Interaktionen unterscheiden kann. Gerade diese 
Information ist wichtig, um die Rollen der einzelnen Interaktionspartner nachvollziehen 
zu können. Eine Lösung hierfür ist die Kombination von Co-IP mit der Quervernetzung 
der Proteine und anschließender Massenspektrometrie. Das Resultat ist ein sogenanntes 
Topology Mapping (Liu and Heck, 2015), bei dem die gefundenen Interaktionspartner als 
direkte und indirekte Interaktoren von anderen Proteinen oder Proteinmodulen zugeordnet 
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werden können (Abbildung 30). Der Nachweis von Peptiden, die miteinander 
quervernetzt wurden, beinhaltet zum einen die Information, dass zwei Proteine 
miteinander interagieren und zum anderen mit welchen Bereichen innerhalb der Proteine 
die Interaktion stattfindet.  
Neben den genannten Vorteilen des chemischen Quervernetzens gibt es auch einige 
Limitationen (Kalkhof and Sinz, 2008), die im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht 
wurden. Für das Problem der eingeschränkten Datenbanksuche und der niedrigen 
Abundanz von quervernetzten Peptiden wurden jeweils Lösungsansätze entwickelt und 
versucht, diese ebenfalls im Labor zu etablieren (Kapitel 5.1.2 und 5.1.3). Ein weiterer 
Ansatz, um Proteininteraktionen zu untersuchen, ist die Verschiebung von quervernetzten 
Proteinen während der SDS-PAGE. Da in diesem Versuch die Identifizierung der 
Interaktionen nicht mit den quervernetzten Peptiden durchgeführt wird, können reaktivere 
Crosslinker wie Glutaraldehyd verwendet werden, die keine definierte Modifikation 
erzeugen und somit inkompatibel für eine Datenbanksuche sind ((Subbotin and Chait, 
2014) Kapitel 5.1.4.). 
 
Abbildung 30: Topology Mapping des Mediatorkomplexes mit Hilfe von chemischen Quervernetzungen. 
Durch die Kombination von Co-IP und Crosslinking können Proteininteraktionen von Proteinkomplexen mit 
Interaktionspartnern den einzelnen Untereinheiten zugeordnet werden. Hierbei kann zwischen direkten und indirekten 
Interaktionen unterschieden werden (Modifiziert nach (Tsai et al., 2014)). 
Topology Mapping des 
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5.1.1 Quervernetzung von Proteinen mit BS3 
Für die Etablierung des Quervernetzens von Proteinen wurde der kommerziell verfügbare 
Crosslinker Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS3) verwendet, der in vielen 
Forschungslaboren zum Einsatz kommt (Rappsilber, 2011). Er ist einer der gängigsten 
Crosslinker. BS3 ist eine wasserlösliche, homobifunktionale Substanz, die mit den 
aminreaktiven NHS-Estern bei einem pH-Wert von 7-9 mit den primären Aminen von 
Lysinseitenketten reagiert (Abbildung 31). Im Vergleich zu Formaldehyd oder 
Glutaraldehyd, die mit mehreren funktionellen Gruppen von Proteinen reagieren können, 
erhält man hauptsächlich quervernetzte Lysine mit einer definierten Linkermasse von 
138.068 Da zwischen den vernetzten Peptiden. Diese definierte Modifikation kann in 
Programmen zur Auswertung von Crosslink-Daten wie StavroX ausgewählt werden. 
 
Abbildung 31: Strukturformel von Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS3). 
BS3 reagiert hauptsächlich mit den primären Aminen der Seitenketten von Lysin. Aufgrund der wasserlöslichen 
Sulphatgruppen ist keine Verwendung von DMSO nötig. 
 
Die Reaktion mit Lysinen ist vorteilhaft, da Lysin eine häufig vorkommende Aminosäure 
ist. Somit gibt es innerhalb von Proteinen viele Stellen für potentielle Quervernetzungen. 
Die Einschränkung der Reaktivität im Bezug auf die Spezifität bringt zudem den Vorteil, 
dass die Probenkomplexität relativ niedrig bleibt. 
In Kombination mit einem tryptischen Verdau kann das jedoch bei manchen 
Quervernetzungen zu Problemen führen, da an quervernetzten Lysinen nicht gespalten 
werden kann und die Peptide somit sehr lang werden können. Trypsin spaltet die Proteine 
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C-terminal nach Lysin und Arginin, es bleibt also die Möglichkeit, mindestens an jedem 
Arginin zu spalten, falls alle Lysine modifiziert wurden. Die Hydrophobizität der Peptide 
nimmt mit der Länge zu, was dazu führen kann, dass Peptide zu spät von der Säule 
eluieren und somit nicht mehr detektiert werden. Außerdem verteilt sich bei langen 
Peptiden die Intensität der MS2-Ionen auf sehr viele einzelne Ionen, was dazu führt, dass 
manche Fragmentionen im Rauschen verschwinden und nicht mehr über die 
Datenbanksuche identifiziert werden können. Weiterhin geht durch das Quervernetzen die 
positive Ladung auf der Lysinseitenkette verloren. Insgesamt betrachtet müssen 
quervernetzte Peptide jedoch eine Ladung von +4 haben, da sie zwei N-Termini und zwei 
basische Reste an den C-Termini durch die Aminosäurenseitenketten aufweisen. 
Ein weiterer kritischer Punkt ist, dass NHS-Ester bei einem pH von 7.5 auch zum Teil mit 
den Seitenketten von Serin und Tyrosin reagieren (Swaim et al., 2004). Dazu kommt, 
dass NHS-Ester im wässrigen Milieu hydrolysieren, wodurch Crosslinker verloren geht 
und die Probenkomplexität weiter gesteigert wird. Reagiert ein BS3 mit einem Ester mit 
einem primären Amin einer Lysinseitenkette und mit dem anderen Ester mit Wasser, so 
erhält man eine sogenannte Dead-End Modifizierung, die keinerlei 
Interaktionsinformation beinhaltet (Tabelle 1). 
Um die verbleibenden Linkermoleküle am Ende der Quervernetzungsreaktion zu 
quenchen, können nukleophile Substanzen wie NH4HCO3 oder TRIS verwendet werden. 
Dies führt jedoch zur Amidierung am Linker, was zur steigenden Probenkomplexität 
beiträgt (Kalkhof and Sinz, 2008). Die quervernetzten Peptide, die für die Identifizierung 
von Protein-Protein Interaktionen interessant sind, stellen somit eine niedrig abundante 
Spezies innerhalb einer sehr komplexen Probe dar. Deswegen ist sinnvoll, diese Peptide 
mit entsprechenden Methoden anzureichern, um mit der anschließenden 
massenspektrometrischen Detektion an die Sequenzinformation zu gelangen. Gängige 
Methoden hierfür sind die Size Exclusion Chromatography und die Ion Exchange 
Chromatography. Da es sich bei diesen beiden chromatographischen Methoden um eine 
Art Fraktionierung handelt, muss jedoch überprüft werden, ob die Messung der Fraktion 
mit den quervernetzten Peptiden ein Vorteil im Vergleich zur direkten Messung der 
gesamten Probe bringt. Die Anreicherung muss somit einen deutlichen Vorteil mit sich 
bringen, der dem Probenverlust durch die Chromatographie überwiegt. 
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5.1.1.1 Quervernetzung von überexprimiertem UFD1 und NPL4 mit BS3 
Um das Quervernetzen von Proteinen mit der Substanz BS3 im Labor zu etablieren, 
wurde getestet, ob zwei Proteine, die bekannte Interaktionspartner sind, miteinander 
verlinkt werden können. Die beiden Proteine UFD1 und NPL4 wurden von Petra 
Hänzelmann (AG Schindelin, RVZ) in E. Coli überexprimiert und in großen Mengen zur 
Verfügung gestellt. Die Verwendung von großen Proteinmengen als Startmaterial beim 
Crosslinken ist notwendig, da nicht alle Proteine quervernetzt werden (Robinson et al., 
2015). Je größer die eingesetzte Menge an Protein, desto mehr quervernetzte Peptide 
können letztendlich detektiert werden. Bei den Proteinen UFD1 und NPL4 handelt es sich 
um Interaktionspartner, die zusammen ein Heterodimer mit einer Stöchiometrie von 1:1 
bilden (Meyer et al., 2000). Dieses Dimer ist ein wichtiger Proteinadapter, der mit der 
ATPase p97 interagiert und somit viele unterschiedliche Prozesse wie die Regulation des 
Zellzyklus, die Signalübertragung und die Apoptose steuert (Abbildung 32, (Dreveny et 
al., 2004)). Die N-terminale Domäne von UFD1 weist gewisse Ähnlichkeiten mit der von 
p97 auf und hat zwei Bindungsstellen für Poly- und Monoubiquitin. Die C-terminale 
Domäne ist sehr flexibel (Park et al., 2005). Über die Struktur von NPL4 ist weniger 
bekannt, jedoch konnte bereits die N-terminale ubiquitin-like und die C-terminale (zink 
finger) Domäne mit NMR gelöst werden (Isaacson et al., 2007). 
 
Abbildung 32: Schematische Darstellung der Interaktionen von NPL4 und UFD1. 
UFD1 und NPL4 formen einen Heterodimer, der mit p97 interagiert. UFD1 interagiert über die C-terminale Domäne 
mit NPL4 (Quelle: (Bruderer et al., 2004)). 
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Das Nuclear protein localization protein 4 homolog (NPL4) ist 68.1 kDa und der 
Ubiquitin recognition factor in ER-associated degradation protein 1 (UFD1) ist 36.6 kDa 
schwer (Abbildung 33). Für die Quervernetzung wurde ein 1:1 Gemisch der Proteine mit 
der Konzentration 3.92 mg/mL und 9 mM BS3 verwendet. Die Reaktion wurde für 30 
min bei RT in HEPES-Puffer durchgeführt. Die Überprüfung auf eine erfolgreiche 
Quervernetzung wurde zunächst visuell mittels SDS-PAGE und der Färbung der Proteine 
mit Coomassie durchgeführt (siehe Kapitel 4.5.1.1). 
 
Abbildung 33: Coomassie Gel der quervernetzten Proteine UFD1 und NPL4. 
Die beiden Proteine UFD1 und NPL4 wurden mit 9 mM BS3 für 30 min bei RT quervernetzt. Anschließend wurden die 
Proteine reduziert, alkyliert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Für die MS-Messung wurde die Bande ausgeschnitten, 
in der beide Proteine miteinander quervernetzt wurden. 
 
Neben den beiden Proteinbanden von NPL4 und UFD1, die nur noch recht schwach 
angefärbt wurden, ist eine deutliche Bande auf der Höhe von 110 kDa zu sehen 
(Abbildung 33). Diese Bande passt zur Masse des Dimers mit 107 kDa  und zeigt die gute 
Quervernetzungseffizienz durch BS3. Im Bereich von 200-300 kDa ist ein weiterer 
Bereich schwach mit Coomassie angefärbt. Hierbei könnte es sich um 2 miteinander 
verlinkte Heterodimere von UFD1 und NPL4 handeln. Insgesamt betrachtet weist das Gel 
Ergebnisse und Diskussion 
 
97 
leichter gefärbte Bereiche auf der Höhe von 70 kDa bis zur Geltasche auf. Durch die 
Modifikation der Proteine mit BS3, das am anderen Ende hydrolisiert, können viele 
verschiedene Proteinspezies von NPL4 mit verschiedenen Massen entstehen. Diese 
verteilen sich bei der SDS-PAGE über einen größeren Gelbereich. Im Falle von NPL4 
gibt es 36 Lysine und den N-terminus, die theoretisch mit BS3 reagieren können. 
Hydrolysiert das andere Ende des Linkers, kommt es zu einer Vielzahl von Dead-End 
Modifikationen, mit jeweils einer Masse von 156.07 Da. Insgesamt könnte das Protein 
NPL4 somit 5.77 kDa schwerer sein als die komplett unmodifizierte Version, wenn alle 
möglichen Modifizierungsstellen eine Dead-End-Modifikation (Tabelle 1) aufweisen. 
Die Proteinbande mit den quervernetzen Proteinen, auf der Höhe von ca. 110 kDa, wurde 
ausgeschnitten, tryptisch verdaut und mittels LC-MS/MS analysiert. Durch das 
Quervernetzen von Proteinen und dem anschließenden Verdau mit Trypsin entstehen 
quervernetzte Peptide, die jedoch nur einen Bruchteil an der Gesamtmenge, der zu 
messenden Peptide darstellen. 
Die Rohdaten wurden mit dem Programm StavroX (Götze et al., 2012) ausgewertet und 
auf quervernetzte Peptide hin untersucht. Durch die Quervernetzung von UFD1 und 
NPL4 mit BS3 konnten insgesamt 28 verschiedene vernetzte Peptide mittels LC-MS/MS 
identifiziert werden, die als Distanzeinschränkungen für die strukturelle Aufklärung 
verwendet werden können (Tabelle 8). Hierbei handelt es sich um 20 intermolekulare 
(Typ2) Quervernetzungen und 8 intramolekulare (Typ1) Quervernetzungen innerhalb des 
jeweiligen Proteins. Die interessanten Quervernetzungen des Typs2 zwischen UFD1 und 
NPL4 sind in Tabelle 8 hervorgehoben. 
Die Lysine, die in den jeweiligen Peptiden verlinkt wurden, wurden in Tabelle 8 rot 
markiert. Der Buchstabe B steht für ein alkyliertes Cystein und das kleine m steht für ein 
oxidiertes Methionin. Dead-End Quervernetzungen wurden nicht in die Auswertung 
hineingenommen, da sie keine Informationen für die Interaktion von Proteinen 
beinhalten. Bei allen detektierten Quervernetzungen, die einen Score von 100 oder mehr 
haben, liegt die Falsch-positiv-Rate bei 2 % oder weniger (Götze et al., 2012). Die 
Authentizität jeder Quervernetzung kann anhand des MS2-Spektrums mit den 
Fragmentionen manuell überprüft werden (siehe Anhang). 
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Das Programm bietet außer einer Liste mit den quervernetzten Peptiden auch eine 
spezielle Ansicht der MS2-Spektren (Abbildung 34). In diesem Programmfenster können 
die Fragmentionenspektren genauer überprüft werden. 
 
Abbildung 34: Ansicht des MS2-Spektrums der Peptide ITATKR und LTNKNSDR, die in Tabelle 8 mit der Nr. 4 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4 und UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum 
sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative 
Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
 
Die Anzahl der gefundenen Fragmente von beiden quervernetzten Peptiden, die rechts in 
Abbildung 34 zu sehen ist, gibt Aufschluss über den Stellenwert des gefundenen MS2-
Spektrums. Je besser die theoretische Prescoursormasse mit Fragmentionenspektren 
belegt werden kann, desto wahrscheinlicher ist es, dass die gefundene Quervernetzung 
echt ist. Zudem ist unter dem Spektrum die Massengenauigkeit jedes Fragments 
angegeben. Bei dem aufgeführten Beispiel aus Abbildung 34 handelt es sich um die 
beiden Peptide ITATKR und LTNKNSDR, die in Tabelle 8 mit der Nr. 4 gekennzeichnet 
wurden. Die Fragmentionen der Peptide weisen eine gute Sequenzabdeckung auf. 
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Tabelle 8: Liste der Peptide von NPL4 und UFD1, die mit BS3 verlinkt wurden. 
Die Rohdaten der LC-MS/MS Messung von der quervernetzten Bande aus Abbildung 33 wurden mit der Software 
StavroX analysiert. Intermolekulare Quervernetzungen wurden als Typ 2 und Intramolekulare Quervernetzungen 
wurden als Typ 1 deklariert. Die quervernetzten Lysine sind in rot markiert. Der Buchstabe B steht für ein alkyliertes 
Cystein und das kleine m steht für ein oxidiertes Methionin. 
 
Nr. Score m/z z Pr.1 Peptid 1 Pr.2 Peptid 2 Typ 
1 206 959.4 +4 UFD1 VMETKPDKAVSIIE
BDMNVDFDAPLG
YKEPER 
- - 1 
2 203 1190.1 +2 UFD1 SDVEKGGKIIMPPS
ALDQLSR 
- - 1 
3 196 1137.6 +2 NPL4 KLTGGADKGKFV
ALENISBK 
- - 1 
4 179 591.9 +3 NPL4 ITATKR UFD1 LTNKNSD
 
2 
5 175 1111.5 +3 NPL4 IKSGBEGHLPWPN
GIBTKBQPSAITLN
R 
- - 1 
6 170 413.7 +2 UFD1 LDGKKK - - 1 
7 169 1271.9 +3 UFD1 BFSVSMLAGPNDR
SDVEKGGKIIMPPS
ALDQLSR 
- - 1 
8 163 680.6 +3 UFD1 NSRPLVK UFD1 KVEEDEAG
GR 
2 
9 160 547.0 +3 NPL4 KGTVR UFD1 NSRPLVK
 
2 
10 155 560.3 +4 NPL4 KGTVR NPL4 KTGNQHFG
YLYGR 
2 
11 151 726.6 +4 UFD1 KVEEDEAGGR UFD1 GVEPSPSPIK
PGDIKR 
2 
12 150 447.4 +4 NPL4 KGTVR UFD1 KVEEDEA
GGR 
2 
13 150 746.7 +3 NPL4 KGTVR NPL4 KTGNQHFG
YLYGR 
2 
14 148 604.6 +3 NPL4 ITATKR NPL4 VQSPDGVK
R 
2 
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15 141 604.6 +3 NPL4 RITATK NPL4 VQSPDGVK
R 
2 
16 141 534.9 +3 UFD1 AFSGSGNRLDGKK
KK 
- - 1 
17 140 887.1 +4 UFD1 NSRPLVKK NPL4 NKDTYFLS
SEEBITAG
DFQNK 
2 
18 138 765.1 +4 UFD1 NSRPLVKK NPL4 DEBLLPBK
DAPELGY
 
2 
19 136 725.3 +3 UFD1 LTNKNSDR UFD1 KVEEDEAG
GR 
2 
20 135 604.6 +3 NPL4 VQSPDGVK NPL4 RITATKR 2 
21 135 736.3 +6 NPL4 QDGKIYR NPL4 HGPLGKBV
HBVPLEPFD
EDYLNHLEP
PVK 
2 
22 132 1161.6 +2 UFD1 LNITYPmLFKLTN
KNSDR 
- - 1 
23 130 764.7 +3 NPL4 KLTGGADK NPL4 GKFVALENI
SBK 
2 
24 128 596.3 +3 NPL4 KGTVR UFD1 KVEEDEA
GGR 
2 
25 128 916.5 +2 NPL4 SLNLLK NPL4 TGEITASSN
K 
2 
26 122 1069.1 +3 NPL4 DEBLLPBK NPL4 EFGFQNNGF
SVYINRNK 
2 
27 122 692.0 +3 NPL4 SLNLLK NPL4 NKTGEITAS
SNK 
2 
28 118 802.1 +4 NPL4 DEBLLPBK NPL4 EFGFQNNGF
SVYINRNK 
2 
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Zur besseren Visualisierung der Quervernetzungen von UFD1 und NPL4 wurden die 
Daten aus Tabelle 8 ins CSV-Format umgewandelt und mit dem Cross-link Viewer 
xiNET (Combe et al., 2015) dargestellt (Abbildung 35). Intramolekulare 
Quervernetzungen (Typ1) sind in lila, intermolekulare (Typ2) Quervernetzungen in türkis 
dargestellt. Bei den 8 intramolekularen Quervernetzungen innerhalb eines Peptides 
(Tabelle 8 Nr. 1-3, 6-7, 16, 22) sind, mit einer Ausnahme, Lysine miteinander 
quervernetzt, die maximal 3 Aminosäuren zwischen der Quervernetzung aufweisen. Da 
die reaktiven Lysinreste nah beieinanderliegen ist es sehr warhscheinlich, dass diese 
miteinander vernetzt werden können. Ausnahmen stellen vor allem die Quervernetzungen 
mit der Nr. 26, 19 und 10 dar (Tabelle 8), die einen Abstand von 350, 206 und 77 
Aminosäuren haben. Aufgrund der Sekundärstruktur von Proteinen ist es generell 
möglich, dass sich Seitenketten von Aminosäuren relativ nahe kommen, obwohl sie von 
der Sequenz her nicht in Reichweite für eine Quervernetzung liegen. Der Vergleich dieser 
Quervernetzungsdaten mit Daten aus der Literatur ist nur begrenzt möglich, da die 
Strukturen der Gesamtlängenproteine nicht vorliegen. 
Betrachtet man die intermolekularen Quervernetzungen zwischen UFD1 und NPL4, so 
stellt man fest, dass es insgesamt fünf verschiedene Quervernetzungen gibt (Tabelle 8 Nr. 
4, 9, 12, 17 und 18 (Nr. 24 ist der gleiche Crosslink wie Nr. 12)), die sich auf 2 Bereiche 
aufteilen lassen (Abbildung 35). Außerdem ist die Quervernetzung Nr 9 sehr ähnlich wie 
Nr.12 und Nr. 24, da sich die beiden Lysine auf UFD1 direkt nebeneinander befinden. 
Die intermolekularen Quervernetzungen des Typs 2 aus Tabelle 8 wurden in Abbildung 
35 mit türkisenen Linien markiert. Die C-terminale Domäne von UFD1 konnte mit 5 
Quervernetzungen mit dem mittleren Teil von NPL4 vernetzt werden. Alle Vernetzungen 
gehen von einem Lysin auf UFD1 aus (Tabelle 8 Nr.9, 12, 17, 18 und 24). Die 
entsprechenden Vernetzungspunkte hierzu an NPL4 sind von der Sequenz her in der 
Mitte des Proteins einzuordnen. Dieses Ergebnis passt nicht ganz zum bisher publizierten 
Strukturmodell, in Bezug auf die C-terminale Stelle von UFD1. Durch trunkierte 
Proteinabschnitte von UFD1 konnte gezeigt werden, dass die Aminosäuren 258 bis 275 
an NPL4 binden (Abbildung 32, (Bruderer et al., 2004)). Das Peptid 281 bis 307 konnte 
nicht an NPL4 binden. Die detektierte Quervernetzung am C-Terminus von UFD1 
(Aminosäure 298) fällt somit in diesen Bereich. Es ist jedoch fraglich, ob das Peptid 281 
bis 307 die gleiche Sekundärstruktur aufweist wie das gesamte Protein UFD1. Weiterhin 
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könnte es sein, dass durch die Bindung der Aminosäuren 258 bis 275 an NPL4, das Lysin 
298 in die Nähe von NPL4 gelangt und somit mit NPL4 quervernetzt werden kann.  
Die Aminosäuren 258 bis 275 von UFD1, mit der Sequenz IPNYEFKLGKITFIRNSR, 
beinhalten zwei Lysine, die für die Quervernetzung mit BS3 in Frage kommen. Jedoch 
muss auch bei der Interaktionsstelle auf NPL4 ein Lysin in Reichweite für eine 
Quervernetzung sein. Da der genaue Interaktionsbereich des Peptids 
IPNYEFKLGKITFIRNSR mit NPL4 nicht bekannt ist, lässt sich keine Aussage treffen, 
ob eine Quervernetzung möglich ist. 
Bei NPL4 ist im Bereich der Sequenz von Position 404 bis Position 608 kein Lysin 
verlinkt worden. In diesem Abschnitt sind fünf Lysine für eine potentielle 
Quervernetzung vorhanden. Da in diesem Bereich auch keine intramolekularen 
Quervernetzungen detektiert wurden, könnte es sich um eine Proteindomäne handeln, bei 
der die Lysine für den Crosslinker BS3, nicht zugänglich sind. 
 
Abbildung 35: Schematische Darstellung aller Quervernetzungen der beiden Proteine UFD1 und NPL4. 
Die Rohdaten wurden zunächst mit der Software StavroX ausgewertet und anschließend mit dem Cross-link Viewer 
xiNET dargestellt (Rappsilber Labor). Intramolekulare Quervernetzungen sind in lila, intermolekulare 
Quervernetzungen in türkis dargestellt. 
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Eine weitere intermolekulare Quervernetzung zwischen den Peptiden ITATKR und 
LTNKNSDR befindet sich bei beiden Proteinen an der N-terminalen Domäne. Das MS2-
Spektrum, das mit der Software StavroX analysiert wurde, weist eine gute 
Sequenzabdeckung auf (Abbildung 34). Diese Interaktionsstelle wurde bisher noch nicht 
in der Literatur beschrieben. Die Bestätigung dieser Ergebnisse durch Replikate und 
weitere Experimente mit anderen Methoden wie der Röntgenkristallographie oder NMR 
wären zur weiteren Validierung nötig. 
5.1.1.2 Quervernetzung des Mediatorkomplexes mit BS3 
Nach der erfolgreichen Etablierung des Quervernetzens von überexprimierten Proteinen 
(Kapitel 5.1.1.1) mit der Substanz BS3, wurde im nächsten Schritt eine Methode 
entwickelt, in der die Anreicherung des Mediatorkomplexes aus Hefe mittels Co-IP und 
das anschließende Quervernetzen miteinander kombiniert wurden. Da der 
Mediatorkomplex aus 25 Untereinheiten besteht und zusätzlich mit vielen weiteren 
transkriptionsassoziierten Proteinen interagiert, stellt er ein gutes Versuchsobjekt dar, um 
das Quervernetzen von Proteinen zu untersuchen. Die Interaktion von überexprimierten 
Untereinheiten des Mediatorkernkomplexes wurde bereits durch chemisches 
Quervernetzen mit anschließender LC-MS/MS Analyse untersucht. Hierbei konnte eine 
entscheidende strukturelle Rolle der Untereinheit Med14 gezeigt werden (Cevher et al., 
2014). 
Die Aktivität der RNA-Polymerase II (Pol II) wird durch generelle 
Transkriptionsfaktoren (GTFs), Aktivatoren und Koaktivatoren reguliert (Roeder, 2005). 
Durch die Interaktion der Pol II mit den GTFs wird der Präinitiationskomplex gebildet, 
der an Promotorelemente auf der DNA bindet. Die zunächst niedrige Promotoraktivität 
kann durch Aktivatoren und Koaktivatoren deutlich verstärkt werden. Hierbei spielt der 
Mediatorkomplex als Koaktivator eine dominierende Rolle, um die Transkription von 
Genen zu regulieren. Der Mediatorkomplex besteht in Hefezellen aus 25 Untereinheiten, 
die zusammen 4 verschiedene Module bilden: Kopf-, Mittel-, Schwanz- und Kinasemodul 
(Abbildung 36, (Malik and Roeder, 2010). Das Kopf-, Mittel- und Schwanzmodul sind 
fester miteinander assoziiert, während das Kinasemodul optional an den Mediator 
andockt und zur Repression der Transkription beiträgt (Poss et al., 2013). 
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Abbildung 36: Struktur des Mediatorkomplexes in Hefe mit den 4 Modulen und den einzelnen Untereinheiten. 
Als Grundgerüst dient die cryoEM Struktur, in die die bisher bekannten Röntgenkristallstrukturen eingearbeitet wurden 
(Quelle: (Tsai et al., 2014)). 
 
Das Ziel dieser Versuche war es, in einer komplexen Probe, wie es bei einer Co-IP der 
Fall ist, ausreichend quervernetzte Peptide zu detektieren, um ein Interaktionsnetzwerk 
der interagierenden Proteine zum Mediatorkomplex herzustellen (Topology Mapping; 
siehe Kapitel 3.2.3). Hierzu wurde die Untereinheit Med17 aus dem Kopf-Modul von 
Henriette Uthe (AG Schlosser) mit einem HA-Affinitätstag markiert, der mittels anti-HA 
Beads angereichert werden kann. Die Anreicherung der Proteine aus einem Hefezelllysat 
wurde per Co-immunpräzipitation durchgeführt, was dazu führt, dass selbst nach der 
Aufreinigung und den Waschschritten sehr viele Proteine unspezifisch an den Anti-HA 
Beads hängen. Dies führt zu einer hohen Probenkomplexität (Uthe et al., 2017). 
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Als Startmaterial für die Anreicherung wurde mit 120 mg Gesamtprotein und 100 µL an 
magnetischen Beads gearbeitet, um möglichst viel Mediatorkomplex und dessen 
Interaktionspartner anzureichern. Weiterhin wurde der Schritt des Quervernetzens erst 
nach der Anreicherung der Proteine auf den Beads durchgeführt, um eine möglichst große 
Ausbeute an quervernetzten Proteinen zu erzeugen. Die Menge an 
Mediatorkomplexuntereinheiten ist geringer, im Vergleich zu Versuchen bei denen 
überexprimierte Proteine verwendet werden, jedoch besteht die Chance, 
Interaktionspartner zu identifzieren, was bei überexprimierten Proteinen nicht der Fall ist. 
Neben der Kontroll-IP (ohne BS3) mit Med17HA (Abbildung 37A, Gelspur 2), wurden in 
weiteren IPs die Proteine mit 3 verschiedenen Konzentrationen an BS3 auf den Beads 
quervernetzt (Gelspur 3-5). Die Proteine wurden nach der IP und dem Cross-Linking von 
den Beads eluiert, reduziert, alkyliert und nach einer Acetonfällung per SDS-PAGE 
aufgetrennt und mit Coomassie angefärbt (Abbildung 37). Für die anschließende 
Identifizierung der quervernetzten Peptide, wurde die Proteinspur 4 ausgewählt, in der die 
Proteine mit 0.05 % BS3 vernetzt wurden. Die Färbung der Proteine mit Coomassie im 
oberen Gelbereich war hier, im Vergleich zum Quervernetzen mit 0.01 und 0.1 % BS3 
am stärksten, was für die beste Ausbeute an quervernetzten Proteinen steht. 
Dieser Bereich ist in der Kontrollspur (Spur 2) nicht angefärbt und sollte somit durch die 
Quervernetzung von Proteinen entstanden sein. Generell sind bei den Proben, die mit BS3 
verlinkt worden sind, auch quervernetzte Proteine über die ganze Gelspur verteilt, jedoch 
werden diese durch nicht-vernetzte Proteine überlagert, was die Detektion der 
niedrigabundanten quervernetzten Peptide erschwert. Deswegen wurde nur der obere 
Gelbereich ab einer Proteingröße von 200 kDa bis zur Geltasche in 5 Banden geschnitten, 
mit Trypsin verdaut (Kapitel 4.5.2.9) und mittels LC-MS/MS gemessen. 
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Abbildung 37: Proteine, die mittels anti-HA Co-Immunpräzipitation aus einem Med17HA-Hefelysat angereichert 
wurden. 
Verwendet wurden magnetische anti-HA Beads (Pierce) und ein Med17HA markierter Hefestamm. Zusätzlich zur 
Kontrolle (Gelspur 2) wurden die Proteine nach dem Anreichern, auf den Beads, mit den Konzentrationen 0.01, 0.05 
und 0.1 % an BS3 quervernetzt (Gelspuren 3, 4 und 5). Die Proteine wurden nach der SDS-PAGE zum einen mit 
Coomassie (A) oder Silber (B) bzw. mittels anti-HA Western Blot (C) sichtbar gemacht. Für die MS-Messungen wurde 
die Gelspur 4 ab einer Höhe 200 kDa bis zur Geltasche in 5 Banden eingeteilt und jede Bande per LC-MS/MS 
analysiert. 
 
Die Verwendung einer spezifischen Protease wie Trypsin erhöht die Intensität der 
erzeugten Peptide im Vergleich zu einer unspezifischen Protease, bei der man zwar mehr 
verschiedene Peptide erhält, aber die einzelnen Intensitäten geringer ausfallen. Außerdem 
haben die generierten quervernetzten Peptide, theoretisch, mindestens eine 4-fach positive 
Ladung was die Ionisierung und Fragmentierung mit ETD begünstigt (Syka et al., 2004). 
Deshalb, wurde eine spezielle Messmethode angewandt, die nur 4-fach geladene 
Vorläuferionen für die Fragmentierung auswählt. Somit wird die Wahrscheinlichkeit 
erhöht, dass die niedrigabundanten quervernetzten Peptide selektiert werden. Die 
Rohdaten wurden mit dem Programm StavroX ausgewertet und auf quervernetzte Peptide 
hin untersucht (Tabelle 9). In der Suche wurden zunächst nur die 25 Untereinheiten des 
Mediatorkomplexes berücksichtigt, da die Suche nach zusätzlichen 80 Proteinen, die 
ebenfalls als Interaktionspartner in Frage kommen, für die Software zu aufwendig war 
und zum Absturz führte. 
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Tabelle 9: Liste der Peptide des Mediatorkomplexes, die mit BS3 verlinkt wurden. 
Die Rohdaten der LC-MS/MS Messung von der quervernetzten Bande 5 aus Abbildung 37 wurden mit der Software 
StavroX analysiert. Intermolekulare Quervernetzungen wurden als Typ 2 und Intramolekulare Quervernetzungen 
wurden als Typ 1 deklariert. Die quervernetzten Lysine sind in rot markiert. Der Buchstabe B steht für ein alkyliertes 
Cystein und das kleine m steht für ein oxidiertes Methionin. 
 
Nr.
 
Scor
 
m/z z Pr.1 Peptid 1 Pr.2 Peptid 2 Typ 
1 142 596.5 +4 MED5 KQLGYGK MED16 FKDLQWLEFAR 2 
2 118 674.6 +4 MED15 TINGK MED5 TLEYKLATYGV
PGSENKR 
2 
3 113 900.8 +5 MED7 EIEQVBK MED17 KIIKDYVLDIVP
GSSITETEVERE
QPQENK 
2 
4 109 468.5 +4 MED15 KIQALR MED15 YINQKALR 2 
5 109 596.5 +4 MED15 KYINQK MED16 FKDLQWLEFAR 2 
6 108 1298.0 +4 MED12 IIKIR MED14 VPIGLILQRLKD
LNLTVSIKIALm
NIPKPLNSYHIK
NGR 
2 
7 106 674.6 +4 MED15 TINGK MED5 TLEYKLATYGV
PGSENKR 
2 
 
Insgesamt wurden 7 Quervernetzungen (Nr. 2 und Nr.7 sind identisch) innerhalb des 
Mediatorkomplexes gefunden (Tabelle 9). Davon waren 6 zwischen verschiedenen 
Untereinheiten  und eine innerhalb von Untereinheit Med15. Die meisten Vernetzungen 
wurden zwischen den Untereinheiten Med15, Med16 und Med5 detektiert, die innerhalb 
des Komplexes Bestandteile des Tail-Moduls sind. Hierzu gehören die Vernetzungen, die 
mit Nr.1, 2, 4, 5 und 7 in Tabelle 9 aufgelistet sind. Die intramolekulare Quervernetzung 
in Med15 wurde vom Lysin an Position 344 zum Lysin an Position 348 identifiziert 
(Tabelle 9 Nr.4). 
Die Visualisierung der Quervernetzungen der verschiedenen Mediatoruntereinheiten 
wurde mit der Software xiNET durchgeführt (Abbildung 38). Auffällig ist hierbei, dass 
nur eine intramolekulare Quervernetzung detektiert wurde. Befindet sich die 
Quervernetzung innerhalb eines Peptides kann es die notwendige Ladung von +4 nicht 
erreichen, die bei der Messung notwendig war, um für die MS2-Selektion ausgewählt zu 
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werden. Diese Erklärung gilt aber nicht für intramolekulare Quervernetzungen, innerhalb 
eines Proteins, die nach dem Verdau zu zwei Peptiden führt. Hierbei entstehen zwei 
vernetzte Peptide, die eine Ladung von +4 aufweisen. Da die Wahrscheinlichkeit hoch ist, 
dass sich Lysine innerhalb eines Proteins in Reichweite für eine Quernetzung befinden, 
hätte man mehr dieser Quervernetzungen erwartet, wie das in Kapitel 5.1.1.1 der Fall war. 
Die intermolekulare Vernetzung von Med5 und Med 16, zwischen den Peptiden 
KQLGYGK und FKDLQWLEFAR (Tabelle 9 Nr.1) ist identisch mit den bereits 
publizierten Daten in Robinson et al. 2015 (Abbildung 38). Die beiden Proteine befinden 
sich nach dem Modell aus Abbildung 36 direkt nebeneinander. Ein weiterer 
intermolekularer Crosslink von Med 15 zu Med 16 wurde mit den quervernetzen Lysinen 
an Position 339 (Med15) und Position 276 (Med16) detektiert (Tabelle 9 Nr.5). Er liegt 
somit bei beiden Proteinen im ersten Drittel, ausgehend vom N-Terminus (Abbildung 
38A). Dieses Ergebnis weicht von den publizierten Daten von Robinson et al. 2015 ab 
(Abbildung 38B). Hier wurden zwar auch Quervernetzungen von Med15 und Med16 
detektiert, jedoch liegen diese bei beiden Proteinen im letzten Drittel. Die letzte 
Quervernetzung innerhalb des Tail-Moduls wurde zwischen den Untereinheiten Med15 
und Med5 detektiert. Hier wurden die Lysine an Position 760 und 943 verlinkt, sie liegen 
somit im letzten Drittel beider Proteine, ausgehend vom N-Terminus. Außerdem wurde 
diese Quervernetzung 2-mal gemessen (Tabelle 9, Nr.2 und Nr.7). Im Vergleich mit den 
Daten von Robinson et al. 2015 kann die Quervernetzung zwischen Med 15 und Med5 
zwar bestätigt werden, jedoch wurde auch hier ein anderer Crosslink gemessen. Das 
quervernetzte Lysin auf Med15 befindet sich 20 Aminsäuren weiter Richtung C-Terminus 
auf dem Peptid KLSISNAASQQPTPR. Das zugehörige Lysin auf Med5 weicht jedoch 
stark ab, da es sich in der Nähe des N-Terminus befindet (Abbildung 38). 
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Abbildung 38: Schematische Darstellung aller Quervernetzungen, die in Kombination mit einer Med17HA-IP 
detektiert wurden (A) und der Vergleich mit Literaturdaten (B; (Robinson et al., 2015). 
Die Rohdaten von der Med17-HA IP wurden zunächst mit der Software StavroX ausgewertet und anschließend mit 
dem Cross-link Viewer xiNET dargestellt (Rappsilber Labor). Intramolekulare Quervernetzungen sind in lila, 
intermolekulare Quervernetzungen in türkis dargestellt (A). Im Vergleich dazu wurden die Quervernetzungen zwischen 
denselben Untereinheiten aus dem Anahng der Publikation von Robinson et al. 2016 ebenfalls mit XiNET dargstellt 
(B). 
 
Des Weiteren wurde die Interaktion von MED7 aus dem Middle-Modul mit MED17 aus 
dem Head-Module identifiziert (Tabelle 9 Nr.3). Quervernetzt wurden die Lysine an 
Position 197 (Med7) und 589 (Med17). Diese Interaktion konnte durch 
Quervernetzungsversuche im Mediatorkomplex in Hefe anhand einer anderen 
Quervernetzung gezeigt werden (Robinson et al., 2015). Hierbei wurden die Peptide 
EIEQVCKQVHDK (Med7, Position 197) und DNDKNLK (Med17, Position 75) 
quervernetzt. 
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Außerdem wurden die Untereinheit SRB8 (Med12), aus dem Kinasemodul, mit der 
Untereinheit Med14, aus dem Tail-Modul, mit den Lysinen an Position 91 und Position 
247 miteinander verlinkt. Wie das Kinasemodul mit dem Mediatorkernkomplex 
interagiert, ist noch nicht vollständig gelöst. Die Interaktion von Med12 und Med14 
könnte aber gut zum bisherigen Model passen (Abbildung 36) und würde die wichtige 
strukturelle Funktion von Med14 unterstreichen. Nach Tsai et al, 2014 interagiert das 
Kinasemodul über Med13 mit Med 19 (Middle-Modul) und über Cdk8 mit Proteinen des 
Headmoduls. Med12 befindet sich in der Mitte des Kinasemoduls und befindet sich so 
genau auf der Höhe von Med14. Eine mögliche Interaktion ist somit wahrscheinlich. 
Vergleiche mit den Quervernetzungsstudien von Cevher et al., 2014 und Robinson et al. 
2015 sind diesbezüglich nicht möglich, da diese nur das Holoenzym ohne das 
Kinasemodul untersucht haben. 
Im nächsten Schritt wurden die Fragmentionenspektren der vernetzten Peptide evaluiert. 
Als Beispiel ist in Abbildung 39 das MS/MS Spektrum der beiden Peptide KQLGYGK 
(MED5) und FKDLQWLEFAR (MED16) zu sehen. Im Massenspektrum sind 18 
verschiedene Fragmente zu sehen, was für eine gute Sequenzabdeckung und die hohe 
Relevanz der Spektrums steht. 
 
Abbildung 39: Ansicht des MS2-Spektrums der Peptide KQLGYGK und FKDLQWLEFAR, die in Tabelle 9 mit 
der Nr. 1 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von MED5 und MED16. Neben dem Fragmentionenspektrum 
sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative 
Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Insgesamt betrachtet fällt die Zahl der detektierten Quervernetzungen mit sieben jedoch 
sehr gering aus, wenn man sie mit den Daten von Cevher et al., 2014 (278 
Quervernetzungen) und Robinson et al. 2015 (277 Quervernetzungen) vergleicht. Der 
große Unterschied liegt hierbei vor allem in der eingesetzten Proteinmenge und an der 
Komplexität der Probe. Bei Cevher et al., 2014 wurden die Proteine überexprimiert. In 
der Arbeit von Robinson et al. 2015, wurde der native Mediatorkomplex ohne 
Überexpression angereichert und durch Quervernetzungen untersucht. Hierzu wurden 3 
kg an Hefezellen aus 200 L Kulturmedium als Ausgangsmaterial verwendet (Robinson et 
al., 2015). Wieviel davon für die Cryo-EM-Versuche und für das Corsslinking verwendet 
wurden ist nicht bekannt. Da in dieser Arbeit mit 10 g Hefezellen gearbeitet wurde, wurde 
in Robinson et al. 2015 auf jeden Fall mehr Protein eingesetzt. Weiterhin wurde der 
Holocomplex nach der Affinitätsanreicherung zusätzlich mit Ionenaustausch- und 
Größenausschlusschromatographie gereinigt, was zu einer niedrigen Probenkomplexität 
führt. 
Ein wichtiger Schritt, um die Anzahl der identifizierten Quervernetzungen zu erhöhen, 
wäre die Anreicherung der quervernetzten Peptide z.B. mittels 
Ionenaustauschchromatographie (Fritzsche et al., 2012). Hierbei könnten die 
niedrigabundanten, 4-fach geladenen, XL-Peptide vom Großteil der weniger geladenen 
Peptide abgetrennt werden und nur diese Fraktion analysiert werden. Außerdem könnte 
somit auch die Chance bestehen, transiente Interaktionspartner des Mediatorkomplexes 
den einzelnen Untereinheiten zuzuordnen. Da die Interaktionspartner im Vergleich zum 
Mediatorkomplex substöchiometrisch angereichert werden, sind mögliche quervernetzte 
Peptide noch weniger abundant als die innerhalb des Mediatorkomplexes. Der 
Interaktionspartner mit der besten Stöchiometrie ist die RNA POLII, die bereits 10-fach 
substöchiometrisch vorliegt (Uthe et al., 2017). Bereits die Suche mit StavroX, bei der 
alle Untereinheiten des Mediatorkomplexes und die Untereinheiten der RNA POLII 
verwendet wurden, führte zu keiner identifizierten Quervernetzung. Man kann somit 
ausschließen, dass Quervernetzung mit Interaktionspartnern, die 100-fach geringer 
vorliegen als der Mediator, mit der verwendeten Proteinmenge detektiert werden können. 
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5.1.1.3 Fazit zum Quervenetzten von Proteinen mit BS3 
Insgesamt betrachtet ist das Quervernetzen von Proteinen mit dem Crosslinker BS3 
besonders für überexprimierte oder große Proteinmengen geeignet (Kapitel 5.1.1.1). Die 
anschließende Auswertung der Daten mit der Software StavroX und die Visualisierung 
mit xiNET bieten eine benutzerfreundliche Möglichkeit, um XL-Daten zu prozessieren 
und grafisch darzustellen. Die beiden hauptsächlich limitierenden Faktoren dieser 
Strategie sind zum einen, dass große Proteinmengen eingesetzt werden müssen, um 
genügend quervernetzte Peptide zu erhalten. Zum anderen müssen die 
Fragmentionenspektren der quervernetzten Peptide mit einer speziellen Software wie 
StavroX analysiert werden, da gemischte Spektren von zwei Peptiden nicht kompatibel 
sind mit einer Standardsuche. Deswegen kann in einer Suche nur nach 20-30 Proteinen 
gesucht werden. Die Verwendung einer spezifischen Protease wie Trypsin ist aufgrund 
der entstehenden geringen Probenkomplexität sinnvoll. Unspezifische Proteasen, die zu 
mehr Peptiden und somit zu einer höheren Probenkomplexität beitragen, führen zu einer 
aufwendigeren Datenbanksuche, die von der Software nicht mehr erfolgreich 
durchgeführt werden kann. 
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5.1.2 Quervernetzung von Proteinen mit dem CID-spaltbaren 
Crosslinker Disuccinimidylsulfoxid (DSSO) 
Aufgrund der Einschränkungen bei der Suche von gemischten Fragmentionenspektren 
von zwei quervernetzten Peptiden (n-square Problem), wurde der Crosslinker 
Disuccinimidylsulfoxid (DSSO) verwendet (Abbildung 40A). DSSO ist, wie BS3, ein 
homobifunktionaler Crosslinker mit einer Linkerlänge von 10.1 Angström, der mit den 
primären Aminen von Lysinseitenketten reagiert. Der entscheidende Unterschied bei der 
Datenauswertung ist jedoch, dass keine gemischten Spektren von zwei Peptiden mit einer 
speziellen Software analysiert werden müssen. Durch die selektive Spaltung des Linkers 
am Schwefel bei niedriger Kollisionsenergie (20 % CID), können die 
Fragmentionenspektren der einzelnen Peptide aus der folgenden MS3-Fragmentierung (30 
% CID) für eine einfache Datenbanksuche verwendet werden (Abbildung 40B).  
 
Abbildung 40: Strukturformel und Fragmentierungsverhalten von Disuccinimidylsulfoxid (DSSO), das für das 
Quervernetzen von Proteinen verwendet wurde. 
(A) DSSO reagiert hauptsächlich mit den primären Aminen von Lysinseitenketten. (B) Zudem können zwei 
quervernetzte Peptide (grüne Linien) mit niedriger Kollisionsenergie selektiv an den Schwefel-Kohlenstoffbindungen 
von DSSO gespalten werden. In einem weiteren Fragmentierungsschritt können die verlinkten Peptide an der 
Amidbindung gespalten werden. Die MS3-Spektren können dann wie MS2-Spektren für eine Datenbanksuche 
verwendet werden. 
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Ziel dieser Strategie war es, das sogenannte n-square Problem zu umgehen, das daraus 
resultiert, dass jedes Peptid eines Proteins mit jedem anderen Peptid verlinkt werden kann 
und somit der Suchraum quadratisch mit der Anzahl der Peptide in der Datenbank steigt 
(Abbildung 41). Außerdem ist die XL-Datenbanksuche somit auf spezifische Proteasen 
wie Trypsin und wenige Proteine limitiert. 
 
Abbildung 41: Exemplarischer Vergleich der Suchoptionen in einer Standardsuche und der Suche von 
quervernetzten Peptiden. 
Die Peptide und deren Suchoptionen stehen bei einer Standardsuche theoretisch in einem linearen Zusammenhang. Bei 
der Suche von quervernetzten Peptiden liegt jedoch ein quadratischer Zusammenhang vor, was die Anzahl der 
möglichen Suchoptionen enorm vergrößert. 
 
Durch die selektive Spaltung am Schwefel entsteht für jedes Peptid ein Alken- und ein 
Sulfensäurerest, die einen Abstand von 48.98 Da im Massenspektrum haben (Abbildung 
42A). Insgesamt werden also 4 Peaks detektiert, die zu zwei Peptiden, mit zwei 
verschiedenen Modifikationen am Lysin, gehören. Zudem ist es möglich, dass Peptide mit 
einem Sulfensäurerest unter Verlust von H2O direkt weiter zu einem ungesättigtem Thiol 
fragmentieren (Abbildung 42D). In einem weiteren Schritt kann dann die Fragmentierung 
der Peptide stattfinden, welche die Sequenzinformation in Form der Aminosäuren enthält. 
Quervernetzte Peptide können somit zum einen direkt an einem bestimmten 
Fragmentierungsmuster im MS2 erkannt werden und zum anderen kann die 
Sequenzinformation der einzelnen Peptide mit der Modifikation gegen eine komplette 
Datenbank gesucht werden (MS3). Es ist keine spezielle Software, wie StavroX bei der 
Verwendung der Substanz BS3, notwendig um quervernetzte Peptide zu identifizieren.  
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Abbildung 42: Fragmentierungsvarianten von Disuccinimidylsulfoxid bei niedriger Kollisionsenergie. 
A) Die Spaltung von DSSO, das an beiden Enden mit zwei Lysinseitenketten reagiert hat, führt bei jedem Peptid zu 
einem Alken- und einem Sulfensäurerest. Das gleiche Peptid, mit den verschiedenen Resten, kann als 2 Peaks mit dem 
Abstand von 31.97 Da detektiert werden. B) Wenn DSSO mit einem primären Amin von Lysin und der andere 
Carbonsäureester mit Wasser reagiert, kommt es im MS2-Spektrum nur zu 2 Peaks mit dem Abstand von 31.97 Da. C) 
Reagiert DSSO mit 2 Lysinen innerhalb eines Peptides, kommt es im MS2-Spektrum zu einem Peak. D) Der 
Sulfensäurerest kann durch die Abspaltung von H2O zu einem ungesättigten Thiol weiterfragmentieren (Modifiziert 
nach (Kao et al., 2011)). 
 
Da es sich bei dem CID-spaltbaren Crosslinker DSSO auch um eine aminreaktive 
Substanz handelt, gelten die in Kapitel 5.1.1 diskutierten Vor- und Nachteile. Jedoch 
müssen weitere Aspekte beachtet werden, da durch die Spaltung des Linkers auf MS2-
Ebene ein weiterer Fragmentierungsschritt für die Identifizierung notwendig wird. Die 
Intensität der Fragmentionenspektren wird von Ebene zu Ebene niedriger wodurch 
Fragmentionen, die wichtig für die Sequenz sind, im Rauschen untergehen können. Da 
quervernetzte Peptide meist im MS1-Scan bereits eine niedrige Intensität haben, stellt dies 
ein ernstzunehmendes Problem dar.  
Mit einer unspezifischen Protease (z.B. Elastase) könnte verhindert werden, dass 
quervernetzte Peptide zu lang werden. Kürzere Peptide erzeugen weniger Fragmente im 
MS2-Spektrum, die eine höhere Intensität haben. Somit erhöht sich die Spektrenintensität. 
Jedoch bringt dieser Ansatz auch einen Nachteil im Hinblick auf die erzeugten 
Fragmentionen. Da nach einem Verdau mit Elastase nicht jedes Peptid am C-Terminus 
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eine positive Ladung aufweist, wie es beim Verdau mit Trypsin der Fall ist, fehlt die y-
Ionenserie im Spektrum.  
Wichtig bei der Verwendung von DSSO ist, dass die Sequenzen von beiden 
quervernetzten Peptiden als MS3-Scan vorliegen. Wie in Abbildung 42A gezeigt, 
entstehen nach der Spaltung von zwei quervernetzten Peptiden vier Fragmentionen, 
wovon zwei jeweils die gleiche Sequenz enthalten. Wird für die Fragmentierung zwei 
Mal das gleich Peptid ausgewählt, fehlt die Sequenz des anderen Peptids. Die 
Verwendung einer Methode, die von jedem MS2-Scan vier MS3-Scans der intensivsten 
Peaks macht, kann die Wahrscheinlichkeit erhöhen, beide Peptide zu sequenzieren. Diese 
Einstellung hat jedoch eine Verlängerung des MS-Zyklus zur Folge. 
Die Synthese von DSSO wurde, wie in Kao et al. 2011 beschrieben, durchgeführt und 
DSSO als Hauptsyntheseprodukt identifiziert (Abbildung A. 36). Mittlerweile ist DSSO 
kommerziell verfügbar, was die Synthese und weitere Aufreinigung nicht länger nötig 
macht. 
5.1.2.1 Quervernetzen von Cytochrom C mit DSSO 
Für die Methodenetablierung der Quervernetzung mit DSSO wurde, wie in Kao et al. 
2011, das kommerziell verfügbare bovine Cytochrom C verwendet, damit nach dem 
tryptischen Verdau genau die gleichen Peptide entstehen. Die resulierenden Ergebnisse 
können somit direkt miteinander verglichen werden. 
Die Quervernetzungsreaktion wurde mit 200 µM Cytochrom C in 1 x PBS Puffer bei pH 
7.5 und einem 10-fach Überschuss an DSSO für 2 h bei RT durchgeführt. Nach dem 
Precursorscan wurde ein MS2-Spektrum mit reduzierter Kollisionsenergie (20 % CID) 
durchgeführt, um die mit DSSO quervernetzten Peptide selektiv am Crosslinker zu 
spalten. Die Spaltung erfolgt in der Mitte von DSSO an der Kohlenstoff–Schwefel-
Bindung. Es entsteht somit ein charakteristisches Muster an Peaks, das sich jeweils aus 
dem Peptid und dem Linker mit Alkenrest oder dem Thiol bzw. Sulfensäurerest 
zusammensetzt (Abbildung 43A). Die Fragmente dieser Spektren wurden für eine weitere 
Fragmentierung mit erhöhter Kollisionsenergie (35 % CID) ausgewählt (Abbildung 43 B 
und C). Die MS3-Spektren beinhalten somit die Sequenzinformationen, die sonst in den 
MS2-Spektren zu finden sind. Durch den Massenunterschied bestimmter Fragmente im 
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MS3-Spektrum zur ursprünglichen Peptidsequenz, kann die genaue Stelle des Crosslinks 
bis auf die Aminosäure genau bestimmt werden (Abbildung 43). In den LC-MS/MS-
Messungen wurde die Anzahl der MS3-Spektren auf 2-4 Spektren der intensivsten 
Massenpeaks im MS2-Spektrum festgelegt. Vergleicht man das theoretische Spektrum aus 
Abbildung 42A mit dem gemessenen aus Abbildung 43A, ist ein deutlicher Unterschied 
im Hinblick auf die Intensität der verschiedenen Ionen zu erkennen. Dies kann ein 
Problem bei der Identifizierung der Peptide per MS3-Scan darstellen, da nur die zwei 
intensivsten Peaks ausgewählt werden. Sind die beiden Peaks vom gleichen Peptid, fehlt 
die Sequenz des anderen Peptids und die genaue Quervernetzung kann nicht bestimmt 
werden. 
 
Abbildung 43: MSn-Analyse von zwei Peptiden aus Cytochrom C, die mit DSSO quervernetzt wurden. 
A) Das MS/MS-Spektrum von [α-β]4+ (m/z 384.97) in dem 2 Fragmentionenpaare zu sehen sind: αA (m/z 408.7511)/βT 
(m/z 352.1801) und αT (m/z 424.7369)/ βA(m/z 336.1942). B) MS3-Spektrum von βT (m/z 352.1801) in dem die Ionen 
y1-y4 und b2-b4 detektiert wurden, welche die komplette Sequenzinformation von KTKGER enthalten. C) MS3-
Spektrum von αA (m/z 408.7511) in dem die Ionen y1-y4 und b2-b4 detektiert wurden, welche die komplette 
Sequenzinformation von KAIFVQK enthalten. Peptid α ist mit einem Alkenrest modifiziert, Peptid β mit einem 
Thiolrest. 
Als Kollisionsenergie für die selektive Spaltung des Linkers wurde 20% CID gewählt. 
Wird zu wenig Energie gewählt wird der Precursor nicht vollständig fragmentiert. 
Verwendet man zu viel Energie, würde man die quervernetzten Peptide nicht selektiv am 
Ergebnisse und Diskussion 
 
118 
Linker spalten sondern auch noch am Peptidrückgrad. Ein Großteil der quervernetzten 
Peptide in Cytochrom C aus Kao et al. 2011 wurden in diesem Versuch bestätigt (Tabelle 
A. 1). 
5.1.2.2 Quervernetzung von UBX und p97N mit DSSO 
Nach der erfolgreichen Synthese und Anwendung des Crosslinkers DSSO an Cytochrom 
C wurde der etablierte Workflow für zwei Proteine verwendet, bei denen die genaue 
Stelle der Interaktion bereits gezeigt werden konnte (Abbildung 44). Hierzu wurden die 
UBX-Subdomäne des humanen Proteins FAF1 und die p97N-Subdomäne des humanen 
Proteins p97 von Petra Hänzelmann (AG Schindelin) in E. Coli überexprimiert und in 
einem 1:1 Gemisch zu Verfügung gestellt. 
 
Abbildung 44: Strukturmodell der Interaktion von p97N und UBX 
Durch die Interaktion von UBX (gold) und p97N (grau) kommen sich die Lysine K614 und K136 so nahe, dass sie 
theoretisch quervernetzt werden können. Der theoretische Abstand der Lysine beträgt 10.7 Å (Hänzelmann et al., 2011). 
Die Grafik wurde von Petra Hänzelmann (AG Schindelin) zur Verfügung gestellt. 
Die ATPase p97 ist in eine Vielzahl von zellulären Prozessen involviert. Dazu gehören 
die Regulation der Genexpression, des Zellzyklus und der Apoptose (Vij, 2008; 
Woodman, 2003). Als molekulares Chaperon ist p97 dafür zuständig, Substratproteine zu 
falten oder deren Konformation zu ändern. Die Struktur von p97 setzt sich aus zwei 
miteinander verbundenen AAA-Domänen zusammen, die in hexamerer Form einen 
Zylinder bilden. Die N-terminale Domäne befindet sich außerhalb des Zylinders und es 
konnte gezeigt werden, dass sie mit verschiedenen Adapterproteinen interagiert und 
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dadurch reguliert wird (Kondo et al., 1997; Zhang et al., 2000). Eines dieser 
interagierenden Adapterproteine ist das Protein FAF1. Über die Subdomäne UBX findet 
die Interaktion mit der N-terminalen Domäne von p97 statt (Hänzelmann et al., 2011). 
Eine Stocklösung von p97N und UBX mit der Konzentration von 9 mg/mL wurde mit 5 
mM DSSO (in DMSO) quervernetzt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt, mit Coomassie 
angefärbt und mit Elastase verdaut. Die intensivsten Banden stellen die beiden einzelnen 
Proteine UBX und p97N dar, was ein Hinweis auf eine schlechte 
Quervernetzungseffizienz ist. Im Vergleich mit der quervernetzten Proteinbande von 
NPL4 und UFD1 ist hier ein deutlicher Unterschied zu erkennen (Abbildung 33, 
Abbildung 45). Neben den beiden sehr intensiven Proteinbanden von UBX (9.9 kDa) und 
p97N (20.9 kDa), sind weitere Proteinbanden im Bereich von 35 und 160 kDa und die 
Geltasche mit Coomassie angefärbt (Abbildung 45B). Insgesamt sind somit 8 zusätzliche 
Proteinbanden durch das Quervernetzen entstanden. Diese Banden sind auf der Höhe von 
50, 55, 70, 90 und 130 kDa und sind vermutlich polymere Einheiten von p97N (Hexamer 
möglich) mit einer Einheit UBX. 
 
Abbildung 45: Quervernetzung der beiden Proteine UBX und p97N. 
Die beiden Subdomänen UBX und p97N, die von Dr. Petra Hänzelmann zur Verfügung gestellt wurden, wurden mit 5 
mM DSSO für 2 h bei RT quervernetzt. Anschließend wurden die Proteine reduziert, alkyliert und mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt. Für die MS-Messung wurde die Bande auf der Höhe von 35 kDa ausgeschnitten, in der beide Proteine 
miteinander quervernetzt wurden. 
Um die Interaktion von UBX und p97N genauer zu untersuchen, wurde die Proteinbande 
an der Stelle 35 kDa ausgeschnitten, da sie vom Molekulargewicht zur Masse des 
Heterodimers passt. Die relativ schwache Färbung dieser Bande bestätigt die schlechte 
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Ausbeute an quervernetzten Proteinen. Dies könnte zum einen an einer zu niedrigen 
DSSO-Konzentration liegen oder daran, dass die Linkerlänge von DSSO zu kurz ist, um 
eine effiziente Quervernetzung zu erzeugen. Weitere Versuche mit DSSO, das einen 
längeren Linker hat, könnten zu einer besseren Quervernetzungseffizienz führen. 
Die Gelbande wurde mit Elastase verdaut und die entstandenen Peptide mittels LC-
MS/MS an einer Orbitrap Velos gemessen. Der Verdau mit Elastase ist bei diesem 
Versuch möglich, da die MS3-Spektren für eine standardmäßige Datenbanksuche 
verwendet werden können. Der erhoffte Vorteil ist, dass eine Limitierung durch den 
Verdau mit einer spezifischen Protease wie Trypsin umgangen werden kann. Die größte 
Limitierung ist hierbei, dass bei aminreaktiven Crosslinkern fast alle Lysine modifiziert 
werden und daran nicht mehr gespalten werden kann. Die verbleibende Spaltungsstellte 
C-terminal von Arginin kann zu sehr langen Peptiden führen, die zu hydrophob werden 
und somit zu spät von der analytischen Säule eluieren und nicht mehr detektiert werden 
(Kapitel 3.1.3.2). Die beiden Lysine, die laut Strukturmodell in entsprechender Nähe sind, 
um miteinander quervernetzt zu werden, sind in rot markiert (Abbildung 46 (Hänzelmann 
et al., 2011)). 
Unter Berücksichtigung der tryptischen Spaltstellen (gelbe AS) entstehen nach dem 
Verdau zwei vernetzte Peptide, die eine Länge von 46 Aminosäuren haben. Das 
theoretische Peptid GFPWDEYKLLSTFPRIHVLPIDDTVEGITGNLFEVYLKPYFLEA-
YR wurde auf der Homepage pepcalc.com (Innovagen) hinsichtlich der Hydrophobizität 
überprüft (Hopp and Woods, 1981). Für dieses Peptid wurde eine schlechte 
Wasserlöslichkeit berechnet (Abbildung A. 38). Der Hydrophobizitätswert wurde zudem 
mit dem Peptide Analyzing Tool von Thermo Fisher Scientific ermittelt und ergab einen 
Wert von 73.28. Dieser Wert ist vor allem auf neun aromatische und 13 aliphatische 
Aminosäurereste zurückzuführen. Das kürzere hydrophobe Peptid GLVLIAFSQYLQ-
QCPFDEHVK, aus einer kommerziellen Peptidmischung (Dionex™ Protein Mixture 
Digest), hat ebenfalls eine schlechte Wasserlöslichkeit und eine Hydrophobizität von 
49.35. Es eluiert nach 38 min von der analytischen Säule. Bei dem verwendeten LC-
Gradienten wird die Säule nach 40 min mit ACN gesäubert und für die nächste Messung 
reäquilibiert. Es besteht somit die Möglichkeit, dass das längere quervernetzte Peptid mit 
den Aminosäuren GFPWDEYKLLSTFPRIHVLPIDDTVEGITGNLFEVYLKPYFLEA-
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YR in diesem Bereich oder noch später von der Säule eluiert und somit nicht mehr 
detektiert werden kann. Falls die Detektion doch stattfindet sollte, teilt sich die 
Gesamtintensität der Vorläuferionen auf die vielen einzelnen Fragmentionen auf, was zu 
einem schlechten MS2-Spektrum führen würde. 
 
Abbildung 46: Aminosäuresequenzen der Subdomänen UBX und p97N. 
In rot sind die jeweiligen Lysine markiert, die laut Strukturmodell miteinander quervernetzt werden können. In orange 
sind jeweils die nächsten C- und N-Teminalen tryptischen Spaltstellen markiert. Die resultierenden quervernetzten 
Peptide hätten somit eine Länge von 46 Aminosäuren und wären schlecht wasserlöslich. Der m/z-Wert bei der Ladung 
+4 beträgt 1406.2154. 
Um diese Limitationen zu umgehen, wurde der Verdau mit Elastase durchgeführt. 
Insgesamt wurden 14 modifizierte Peptide des Proteins p97N und ein Peptid von UBX 
identifiziert (Tabelle 10). Diese Peptide weisen die Modifikationen des gespaltenen 
Linkers in der Form eines Sulfensäure- (S), Alken- (A) oder Thiolrestes (T) auf. Bei sechs 
der gefundenen Peptide kam es zudem zur Modifikation von zwei Lysinseitenketten mit 
DSSO (Tabelle 10 Nr.1, 5, 6, 8, 9, 10, 12). 
Bei zwei Peptiden handelt es sich um Peptide, die aus dem gleichen MS1-Scan 
entstammen. Diese Paare stellen potentiell quervernetzte Peptide dar (Tabelle 10; rot 
markierte Scans). Beim ersten Peptidpaar aus Scan 1413 und 1414 handelt es sich um das 
gleiche Peptid, das mit Thiol- und Alkenmodifikation identifiziert wurde. Aufgrund 
dieser Information könnte es sich um ein Dead-End-modifiziertes Peptid handeln oder um 
eine Verlinkung von p97N und UBX, bei der das Peptid von UBX fehlt, da es nicht für 
ein MS2-Spektrum ausgewählt wurde. Die Auswertung des vorigen MS2-Scans zeigte 
jedoch, dass lediglich die beiden Peaks von Scan 1413 und 1414 zu sehen sind. Es 
handelt sich somit um ein Dead-End-modifiziertes Peptid, das keine Information für die 
Interaktion von p97N und UBX beinhaltet (Abbildung 42B). Das gleiche trifft auf die 
Scans 3249 und 3250 zu, die im vorigen MS2-Spektrum nur ein Peakpärchen aufwiesen. 
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Der Abstand von 15.9 Da passt zum Wasserverlust des Thiols zur Sulfensäure 
(Abbildung 42D). 
Tabelle 10: Liste der Peptide von UBX und p97N, die mit DSSO modifiziert und mit Elastase verdaut wurden. 
Die Rohdaten der LC-MS/MS Messung von der quervernetzten Bande aus Abbildung 45B wurden mit einem Skript 
modifiziert und die MS3-Spektren für die Datenbanksuche verwendet. Zwei Peptide, die aus aufeinanderfolgenden 
Massenscans stammen, stellen potentielle quervernetzte Peptide dar. Die modifizierten Lysine wurden in der Liste in rot 
markiert und die jeweilige Modifikation steht in Klammern dahinter 
 
Nr. m/z z Protein Peptid  Modifikation Scan 
1 625.8 +2 p97N ILK(A)QK(T)NRPN DSSO inter A 
(K); DSSO 
   
1514 
2 489.3 +3 p97N ILK(T)QKNRPNRL DSSO inter T 
(K) 
1413 
3 478.6 +3 p97N ILKQK(A)NRPNRL DSSO inter A 
(K) 
1414 
4 489.3 +3 p97N ILKQK(T)NRPNRL DSSO inter T 
(K) 
1476 
5 590.8 +2 p97N K(A)QK(T)NRPNR DSSO inter A 
(K); DSSO 
   
1237 
6 569.3 +2 p97N LK(A)QK(T)NRPN DSSO inter A 
(K); DSSO 
   
1095 
7 713.9 +3 p97N LSDDTCSDEK(T)IRM(O)NRVV DSSO inter T 
(K); 
Oxidation 
 
2351 
8 736.8 +2 p97N PCPDVK(A)YGK(T)RI DSSO inter A 
(K); DSSO 
   
3249 
9 745.8 +2 p97N PCPDVK(A)YGK(S)RI DSSO inter A 
(K); DSSO 
   
3250 
10 736.8 +2 p97N PCPDVK(A)YGK(T)RI DSSO inter A 
(K); DSSO 
   
4038 
11 873.9 +2 p97N SIQPCPDVK(T)YGKRI DSSO inter T 
(K) 
2807 
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12 590.3 +3 p97N SIQPCPDVK(A)YGK(A)RI 2 x DSSO 
inter A (K) 
3124 
13 747.0 +3 p97N VLSDDTCSDEK(T)IRM(O)NRVV DSSO inter T 
(K); 
Oxidation 
 
2436 
14 638.9 +3 UBX STFPRRDVTQLDPNKS DSSO inter A 
 
2520 
 
Insgesamt betrachtet konnten somit keine Quervernetzungen zwischen p97N und UBX 
detektiert werden. Ein Grund hierfür könnte auch die Linkerlänge von DSSO mit 10.1 Å 
sein (Abbildung 40). Die beiden Lysinseitenketten, die laut Strukturmodell nahe 
beieinander liegen, haben eine Entfernung von 10.7 Å. Die Linkerlänge reicht somit laut 
Strukturmodell nicht aus. Die schlechte Ausbeute an quervernetzten Proteinen bestätigt 
diese Annahme zum Teil, da sie nur sehr schwach ausfällt (Abbildung 45). Die Existenz 
dieser Bande deutet aber darauf hin, dass eine Quervernetzung möglich ist. 
In weiteren Versuchen wurden beide Proteine mit BS3 quervernetzt, der einen längeren 
Linker aufweist, und mit der Software StavroX ausgewertet (genau wie Kapitel 5.1.1.1). 
Auch diese Analyse brachte keinen Beweis für die Interaktion von p97N und UBX an 
bestimmten Aminosäuren. Die fehlende Detektion von quervernetzten Peptiden könnte 
daran liegen, dass deren Intensität zu niedrig war, um sie zu finden. Gerade bei der 
Verwendung des CID-spaltbaren Crosslinkers DSSO wird auch noch auf der MS3-Ebene 
genug Intensität benötigt, um gute Fragmentionenspektren für die Identifizierung der 
beiden quervernetzten Peptide zu erhalten. Der Verdau mit der unspezifischen Protease 
Elastase begünstigt diesen Effekt der niedrigen Intensität der Fragmentionen, da nicht 
jeder C-Terminus, wie beim Verdau mit Trypsin, eine positive Ladung aufweist. Der 
Vorteil durch bessere Spaltstellen mit Elastase, geht durch die geringere Ladung der 
Peptide verloren. Zudem werden durch unspezifische Proteasen mehr Peptide aus einem 
Protein erzeugt, die jeweils eine geringere Intensität aufweisen. Da ein Messzyklus mit 
dem intensivsten Peak beginnt, können niedrig abundante Peptide mit kleineren Peaks 
nicht erfasst werden oder gehen im Rauschen unter. 
Ein vielversprechender Lösungsansatz, mit der die Spektrenqualität verbessert werden 
kann, ist der Verdau mit einer unspezifischen Cystein-Protease (z.B. Papain) und einem 
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Überschuss an Argininamid (unpublizierte Ergebnisse AG Schlosser). Statt der Hydrolyse 
wird der Peptid-Enzym-Thioester durch den nucleophilen Angriffs des N-Terminus des 
Argininamids gespalten. Somit erhält man, wie bei dem Verdau mit Trypsin, Peptide, die 
am C- und N-Terminus eine positive Ladung aufweisen. Jedoch erhält man aufgrund der 
geringen Spezifität von Papain kürzere Peptide. Gleichzeitig würde damit auch das 
Problem beseitigt, dass quervernetzte Peptide zu lang werden. 
5.1.2.3 Fazit zum quervernetzten von Proteinen mit DSSO 
Das Quervernetzen von Proteinen mit DSSO bietet eine intelligente Lösung, um XL-
Daten für eine normale Datenbanksuche verwenden zu können. Die MS3-Spektren der 
Peptide können problemlos wie MS2-Spektren bei einer Suche verwendet werden. Jedoch 
erzeugen das Spalten des Linkers und die damit verbundenen Messungen auf MS3-Ebene 
weitere Limitationen. Die Messung auf MS3-Ebene setzt eine große Menge an 
quervernetzten Peptiden voraus, um gute Fragmentionenspektren zu erhalten. Ein 
weiteres Kriterium für gute Fragmentionenspektren ist die positive Ladung an beiden 
Enden des Peptids, was den Verdau mit Trypsin notwendig macht. 
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5.1.3 Methodenentwicklung für eine optimierte Precursor-Selektion 
von quervernetzten Peptiden 
Durch das Quervernetzen von Proteinen wird innerhalb der Probe eine komplexe 
Mischung aus modifizierten und unmodifizierten Peptiden erzeugt. Weiterhin kommt es 
zu einem erheblichen Verlust an Gesamtprotein durch die Aggregation von Proteinen, die 
während der Quervernetzungsreaktion verloren gehen. Somit bleibt nur ein geringer Teil 
an quervernetzten Peptiden, die sehr niedrig abundant innerhalb der komplexen Probe 
sind (Abbildung 47). Um quervernetzte Peptide gezielt anzureichern, gibt es verschiedene 
Methoden: Crosslinker mit Affinitätsmarkierung (Petrotchenko et al., 2011), Size 
Exclusion Chromatography (Leitner et al., 2012) und Ion Exchange Chromatography 
(Chen et al., 2010). 
 
Abbildung 47: Exemplarischer Vergleich der Intensität aus extrahierten Ionenchromatogrammen von einem 
Peptid und einem XL-Peptid in einer Probe. 
Durch das Quervernetzen wird eine komplexe Peptidmischung erzeugt, in der die quervernetzten Peptide in geringen 
Mengen vorliegen. 
 
Eine weitere Möglichkeit, um an die Massenspektren von niedrigabundanten Peptiden zu 
gelangen ist, während der MS-Messung gezielt nach diesen Peptiden zu suchen. Ein 
entscheidendes Kriterium dafür ist, dass zwei quervernetzte Peptide zwei C- oder N-
Termini enthalten, die spezifisch modifiziert werden können. Peptide mit einer 
Quervernetzung innerhalb des Peptids und Dead-End-Peptide haben nur einen C- oder N-
Terminus und werden somit anders markiert. 
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Abbildung 48: Schematische Darstellung der Strategie, um quervernetzte Peptide mit einer spezifischen 
Massenverschiebung zu suchen. 
A) Bei einfachen Peptiden sind nach der Markierungsreaktion zwei Massenpeaks zu sehen, die einen Abstand von 4 Da 
aufweisen. Quervernetzte Peptide, die zwei Termini haben, können durch ihren spezifischen Unterschied von 8 Da 
zwischen der markierten und nicht markierten Form, selektiv bei der MS-Messung ausgewählt werden. Peptide mit 
einer Quervernetzung innerhalb des Peptids und Dead-End-Peptide haben nur einen C-Terminus und werden somit 
nicht selektiert. 
B) Um quervernetzte Peptide gezielt zu suchen, wird die Probe gesplittet und durch einen tryptischen Verdau in H216O 
bzw. H218O markiert. Nach der Markierung werden die Proben vereint, wodurch eine 1:1 Mischung aus schwer und 
leicht markierten Peptiden entsteht. Mittels LC-MS/MS kann dann spezifisch nach den Massenverschiebungen gesucht 
werden. 
 
Eine Methode zur selektiven Isotopenmarkierung der C-Termini ist das Enzym-
katalysierte 18O-Labeling. Das Aufteilen der Probe nach dem Quervernetzen und die 
anschließende Markierung der C-Termini mit leichtem und schwerem Sauerstoff beim 
Verdau, führen bei quervernetzten Peptiden zu einem spezifischen Massenunterschied 
von 8 Da. Mit einer speziellen MS-Methode, die dafür sorgt, dass nur MS2-Spektren 
gemacht werden, wenn ein Massenunterschied von 8 Da erkannt wird, sollte die 
Identifizierung von niedrig abundanten, quervernetzten Peptiden deutlich erhöht werden 
(Abbildung 48). 
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5.1.3.1 Enzymatische Markierung der C-Termini von Proteinen mit 18O-Wasser 
Wie bereits in der Einleitung Kapitel 3.1.4.2 beschrieben, kann man Peptide enzymatisch 
mit 18O markieren. Bei der enzymatischen Markierung von Proteinen mit 18O-Wasser 
bildet sich zunächst ein intermediärer Enzym-Peptidester, der mit dem schweren H218O 
hydrolysiert und somit das Trypsin und das einfach markierte Peptid freisetzt (Abbildung 
17). Im nächsten Schritt kann das bereits markierte Peptid erneut mit Trypsin einen Ester 
bilden, der wieder mit 18O-Wasser gespalten wird. Das entstandene Peptid enthält zwei 
18O-Atome am C-Terminus und ist somit 4 Da schwerer als ein nicht markiertes Peptid. 
Zwei quervernetzte Peptide, die zwei C-Termini haben weisen nach der Markierung einen 
Unterschied von 8 Da im Vergleich zu nicht markierten quervernetzen Peptiden auf. 
Dieser spezifische Unterschied kann für die Selektion während der MS-Messung 
verwendet werden. 
5.1.3.2 Überprüfung des 18O-Markierungsgrades von Peptiden 
Beim 18O-Labeling kann es leicht zum Rücktausch des eingebauten 18O durch 16O 
kommen, wenn die Probe mit 16O in Kontakt kommt. Deswegen wurde der 
Markierungsgrad von Peptiden durch Trypsin mit zwei schweren Sauerstoffatomen 
überprüft. Mit dem Softwaretool IDCalc können theoretische, markierte Spektren erzeugt 
werden, die mit den experimentellen verglichen werden können. Die gemessenen 
Isotopenmuster wurden mit dem Mascot Distiller ausgewertet. Den Unterschied zwischen 
einem leichten und einem schweren Peptid ist in Abbildung 49 dargestellt. 
 
Abbildung 49:Schematische Darstellung der Verschiebung der Masse des Peptides MSGIFR durch den Einbau 
von zwei schweren Sauerstoffatomen am C-Terminus. 
Das Isotopenmuster wurde mit der Software IDCalc berechnet und mit dem gemessenen Isotopenmuster aus dem 
Mascot Distiller verglichen. Der maximale Markierungsgrad von 97 % mit 2-mal 18O ist im rechten Spektrum zu sehen, 
da 97% H218O verwendet wurde. 
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5.1.3.3 Markierung der Peptide aus β-Galactosidase mit H218O bei pH 8 
Um quervernetzte Peptide mittels spezifischer Massenverschiebung während der LC-
MS/MS Messung zu suchen, wurde getestet, ob die enzymatische Markierung der C-
Termini mit 18O dafür geeignet ist. Ausgangspunkt war das Protein ß-Galactosidase, das 
hierzu in H218O bei pH 8 verdaut wurde. Nach der Messung der erzeugten Peptide, 
wurden die Daten mit dem Mascot Distiller auf den Markierungsgrad hin untersucht. Das 
angezeigte Isotopenmuster jedes Peptides wurde mit dem Softwaretool IDCalc überprüft 
und somit der prozentuale Markierungsgrad ermittelt. Da der enzymatische Rücktausch 
von 18O zu 16O möglich ist, obwohl das restliche Trypsin bei einem niedrigen pH-Wert 
von 3 inaktiviert wurde, wurden zwei weitere Messungen in 50 % 18O/16O H2O 
durchgeführt, um dies zu überprüfen. Nach der Markierung der Proben mit 18O, wurden 
die Proben für 2, 24 und 72 h in 50 % H216O bei pH 3 und 4 °C gelagert und anschließend 
gemessen. Wie in Abbildung 50 zu sehen ist, wird bei den meisten Peptiden, zum 
Zeitpunkt 2 h ein Markierungsgrad zwischen 80 und 97 % mit 2-mal 18O am C-Terminus 
erreicht. Die restlichen sechs Peptide weisen einen Markierungsgrad von 40-80 % mit 2-
mal 18O auf. Der mittlere Markierungsgrad aller betrachteten Peptide beträgt 89.5 %. 
Weiterhin ist zu sehen, dass der Markierungsgrad mit 2-mal 18O am C-Terminus bei allen 
Peptiden über den Verlauf von 72 h kontinuierlich abnimmt. Der mittlere Rücktausch der 
gezeigten Peptide beträgt nach 22 h bereits 6.6 %. Nach insgesamt 72 h steigt der mittlere 
Rücktausch auf 21.4% an. 
 
Abbildung 50: Enzymatische Markierung der C-Termini von tryptischen Peptiden aus β-Galactosidase mit 18O. 
Gezeigt ist der Markierungsgrad der verschiedenen Peptide mit 2-mal 18O am C-Terminus. Der Rücktausch der 
Markierung, wurde nach der Zugabe von 50 % H216O, zu den Zeitpunkten 2 h (A), 24 h (B) und 72 h (C) überprüft. Die 
Auswertung wurde über das Isotopenmuster im Mascot Distiller und dem Softwaretool IDCalC durchgeführt. 
 
Insgesamt betrachtet konnte gezeigt werden, dass der Einbau von zwei 18O nicht bei allen 
Peptiden vollständig erfolgt. Während einige Peptide relativ gut markiert wurden, sind 
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manche Peptide nur zu 50 % markiert. Außerdem wurde bereits gezeigt, dass der Einbau 
des zweiten 18O bei pH 8 sehr viel langsamer erfolgt (Hajkova et al., 2006). Weiterhin ist 
zu sehen, dass es im Verlauf von 24 Stunden zu einem starken Rücktausch von 18O in 
H216O kommt, obwohl die Proben angesäuert wurden und Trypsin somit keine Aktivität 
mehr haben sollte. Selbst nach der vermeintlichen Inaktivierung von Trypsin mit einem 
niedrigen pH-Wert scheint eine Restaktivität zu verbleiben, die ausreichend ist, um einen 
stetigen Rücktausch zu katalysieren. 
5.1.3.4 Markierung der C-Termini von β-Galactosidase mit 18O bei pH 8 und pH6 
Da die enzymatische Markierung der C-Termini mit 18O bei pH 8 zu keiner vollständigen 
Markierung geführt hat (siehe Kapitel 5.1.3.3), wurde ein zusätzlicher Markierungsschritt 
bei pH 6 eingeführt (Loftheim et al., 2010). Die Peptide wurden nach der ersten 
Markierung ein weiteres Mal bei pH 6 für 2 h markiert und direkt in H218O gemessen. 
Hierzu wurde das flüchtige Ammonium-hydrogencarbonat absublimiert und der zweite 
Markierungsschritt in Zitronensäurepuffer durchgeführt. Wie in Abbildung 51 zu sehen 
ist, kann bei den meisten Peptiden eine vollständige Markierung erreicht werden. 
Ausnahmen sind 2 Peptide, die mit ca. 90 % 2-mal 18O markiert wurden. Bei weiteren 2 
Peptiden wurde lediglich eine Markierung von 58 – 67 % mit 2-mal 18O erreicht. Der 
mittlere Markierungsgrad aller betrachteten Peptide beträgt 95.6 %. 
 
Abbildung 51: Enzymatische Markierung der C-Termini von tryptischen Peptiden aus β-Galactosidase mit 18O 
bei pH 8 in ABC Puffer und bei pH 6 in CA Puffer. 
Gezeigt ist der Markierungsgrad aller Peptide mit 2-mal 18O am C-Terminus. Die Auswertung wurde über das 
Isotopenmuster im Mascot Distiller und dem Softwaretool IDCalC durchgeführt. 
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Durch die gesteigerte Enzymaktivität bei pH 6 kann somit ein höherer Markierungsgrad 
erreicht werden (Loftheim et al., 2010). 
5.1.3.5 Markierung der C-Termini von β-Galactosidase mit 18O bei pH 8 und pH 6 
und Inaktivierung von Trypsin mit Pefabloc 
Nachdem der maximale Markierungsgrad für die meisten Peptide mit der 2-fachen 
Markierung bei pH 8 und pH 6 erreicht werden konnte, wurde im nächsten Schritt 
versucht, den Rücktausch von 18O in H216Ozu stoppen. Hierzu wurde der wasserlösliche 
Serinproteineaseinhibitor Pefabloc nach der zweiten Markierung bei pH 6 zugegeben. 
Dieser Proteaseinhibitor bindet irreversibel an das aktive Zentrum von Trypsin und 
inaktiviert es dadurch. Überschüssiges Pefabloc und der Zitronensäurepuffer wurde für 
die MS-Messung mittels StageTips entfernt. 
 
Abbildung 52: Enzymatische Markierung der C-Termini von tryptischen Peptiden aus β-Galactosidase mit 18O 
bei pH 8 in ABC Puffer und pH 6 in CA-Puffer mit abschließender Inhibition durch Pefabloc. 
Nach der Markierung wurde das restliche Trypsin durch die Zugabe von Pefabloc inaktiviert. Gezeigt ist der 
Markierungsgrad aller Peptide mit 2-mal 18O am C-Terminus. Die Auswertung wurde über das Isotopenmuster im 
Mascot Distiller und dem Softwaretool IDCalC durchgeführt. 
 
Im Vergleich zu Abbildung 50 ist deutlich zu erkennen, dass die Abnahme des 
Markierungsgrades über die Zeit nur noch in geringem Ausmaße stattfindet (Abbildung 
52). Der mittlere Rücktausch der gezeigten Peptide beträgt 1.2 % innerhalb von 16 h. Im 
Vergleich zu Abbildung 51 beträgt der mittlere Markierungsgrad jedoch nur noch 82.3 %. 
Außerdem weisen 3 Peptide einen Markierungsgrad zwischen 40 und 65 % auf. Eine 
vollständige Markierung von über 90 % für alle Peptide, die die Voraussetzung für 
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weitere Markierungsversuche gewesen wäre, konnte nicht erreicht werden (Abbildung 
52). 
Aufgrund der nicht erreichten vollständigen Markierung aller Peptide mit 2-mal 18O, 
konnte die Methode nicht auf das Quervernetzen von Proteinen angewendet werden. 
Gründe hierfür könnten die zahlreichen Arbeitsschritte sein, die jeweils eine potentielle 
Fehlerquelle für die Markierung darstellen. Die Probe, die durch die Lyophille getrocknet 
wurde, kann vermehrt H216O aus der Luftfeuchtigkeit aufnehmen, was zu einem 
Rücktausch führt. Außerdem führen viele Arbeitsschritte mit verschiedenen 
Probengefäßen zu einem Probenverlust, der sich aufgrund der geringen Abundanz der 
quervernetzten Peptide negativ auf die Ergebnisse auswirkt. 
Eine mögliche Alternative ist die Markierung der N-Termini von quervernetzten Peptiden 
mit jeweils zwei Methylgruppen (Boersema et al., 2009). Durch diese reduktive 
Dimethylierung kann auch eine Massenverschiebung erzeugt werden, wenn ein Teil der 
Probe mit 13C Formaldehyd reagiert. Bei quervernetzten Peptiden mit zwei N-Termini 
würde somit eine spezifische Verschiebung von 4 Da entstehen. Dieser Abstand wäre 
zwar kleiner als beim 18O-Labeling mit 8 Da, was bei längeren Peptiden zu 
Überlappungen der Isotopenmuster führen kann, jedoch würde man das Problem des 
Rücktausches umgehen. 
5.1.3.6 Vergleich der Peptide mit einem niedrigen Markierungsgrad 
Um die Ursache für den niedrigen Markierungsgrad mancher Peptide herauszufinden, 
wurden alle Peptide, aus den drei Versuchen mit einem Markierungsgrad kleiner als 75 % 
genauer untersucht (Tabelle 11). Hierbei sind besonders die Aminosäuren interessant, die 
sich nach der C-terminalen Spaltstelle befinden. Befindet sich die Aminosäure Prolin 
direkt nach der Spaltstelle, wird das Protein dort nicht gespalten (Olsen et al., 2004). 
Anhand von Tabelle 11 ist zu sehen, dass sich kein Prolin direkt nach den Schnittstellen 
befindet, jedoch ist bei fünf von acht Peptiden die hydrophobe Aminosäure Valin oder 
Leucin C-terminal an der Schnittstelle. Es konnte in einer anderen Veröffentlichung 
gezeigt werden, dass Trypsin an der Spaltstellen Arginin-Leucin deutlich langsamer 
spaltet als bei anderen Spaltstellen (Pace and Barrett, 1984). Direkt vergleichen kann man 
die Ergebnisse zwar nicht, da bei Barrett et al. 2014 das gefaltete Protein verwendet 
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wurde und in dieser Arbeit das denaturierte Protein im Gel verdaut wurde. Diese Theorie 
würde auch zu der schlechten Markierung der Peptide mit Valin an der Schnittstelle 
passen, da sich die Seitenkette von Valin nur um eine CH2-Einheit von Leucin 
unterscheidet. 
Die drei anderen schlecht markierten Peptide haben eine geladene basische oder saure 
Aminosäure direkt an der Schnittstelle (Asparaginsäure, Arginin, Lysin). Die 
eingeschränkte Effizienz von Trypsin an Spaltstellen direkt gefolgt mit geladenen 
Aminosäuren konnte bereits gezeigt werden (Glatter et al., 2012; Thiede et al., 2000). 
Insgesamt betrachtet lässt sich die unvollständige Markierung mancher Peptide mit 18O 
durch die angrenzenden C-terminalen Aminosäuren erklären (Tabelle 11). 
Tabelle 11: Liste der Peptide aus allen drei Markierungsversuchen, die einen Markierungsgrad unter 70 % 
aufweisen. 
Die Peptide sind fett markiert und die Spaltstellen mit einem Punkt gekennzeichnet. Links und rechts von der 
Spaltstelle wurden jeweils die nächsten drei Aminosäuren aufgelistet. Hydrophobe Aminosäuren direkt nach der C-
terminalen Spaltstelle sind mit rot markiert. 
 
Markierungsart Peptidsequenz Markierungsgrad 
[%] 
18O bei pH8 DPR.WLPAMSER.VTR 50 
18O bei pH8 TMITDSLAVVLQR.RDW 70 
18O bei pH8 WIK.SVDPSRPVQYEGGGADTTATDIICPMYAR.VDE 70 
18O bei pH8 und 
pH6 
FNR.QSGFLSQMWIGDK.KQL 57 
18O bei pH8 und 
pH6 
AER.VNWLGLGPQENYPDR.LTA 67 
18O bei pH8 und 
pH6 + Pefabloc 
TLR.LNVENPK.LWS 48 
18O bei pH8 und 
pH6 + Pefabloc 
DKK.QLLTPLR.DQF 66 
18O bei pH8 und 
pH6 + Pefabloc 
AER.VNWLGLGPQENYPDR.LTA 40 
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5.1.3.7 Fazit zur enzymatischen Markierung von Peptiden mit 18O am C-Terminus 
Die spezifische Markierung von quervernetzten Peptiden am C-Terminus bietet in der 
Theorie eine elegante Lösung, um diese niedrigabundanten Spezies direkt während der 
MS-Messung gezielt zu suchen. In der Praxis scheitert dieser Ansatz jedoch an zwei 
Limitationen. Zum einen konnte insgesamt keine vollständige Markierung erreicht 
werden, da der Rücktausch von 18O mit 16O aus der Luftfeuchtigkeit stattfindet. Zum 
anderen hat die Aminosäuresequenz, die sich nach der Schnittstelle befindet, einen 
entscheidenen Einfluss auf die Markierungseffizienz. Da in einer komplexen 
Proteinmischung eine Vielzahl von verschiedenen potentiellen Schnittstellen vorliegen, 
die auch geladene oder hydrophobe Aminosäuren an der Spaltstelle haben, wird die 
Markierung mit 18O nie für alle Peptide vollständig ausfallen. Somit ist die 
Markierungsstrategie eher ungeeignet, um sie für die Identifizierung von quervernetzten 
Peptiden verwenden zu können. 
5.1.4 Identifizierung von quervernetzten Proteinen über SDS-PAGE 
Profile 
Aufgrund der beschriebenen Probleme, die bei der Analyse von XL-Peptiden auftreten, 
wurde eine Strategie entwickelt, bei der die Identifizierung der quervernetzten Peptide 
nicht notwendig ist. Dieser neue Ansatz basiert darauf, dass durch das Quervernetzen 
Proteinaggregate entstehen, die nach der SDS-PAGE im oberen Gelbereich zu sehen sind. 
Somit sind also auch kleinere Proteine mit einer Größe von z.B. 20 kDa im Gel an der 
Stelle wo normalerweise Proteine mit 160 kDa zu finden sind. Eine ähnliche Strategie 
wurde bereits verwendet, um neue Proteininteraktionen innerhalb von Proteinkomplexen 
zu identifzieren (Heide et al., 2012). Hierbei wurden zwar keine Crosslinker verwendet, 
dafür aber native Gele ohne Detergens, wodurch Proteininteraktionen während der PAGE 
bestehen bleiben. Interagiert ein Protein mit einem Komplex, wandert der gesamte 
Komplex weniger weit im Gel. 
Diese indirekte Methode zum Nachweis von quervernetzten Proteinen ermöglicht es 
zudem, Crosslinker wie Glutaraldehyd zu verwenden, die eine nicht definierte 
Modifikation innerhalb der Proteine erzeugen. Die Identifizierung und Quantifizierung 
wird über unmodifizierte Peptide der Proteine erreicht. Die genaue Stelle der Interaktion 
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kann dadurch nicht bestimmt werden, was beim Topology Mapping aber auch nicht 
zwingend notwendig ist. Außerdem ist Glutaraldehyd im Vergleich zu Formaldehyd und 
BS3 reaktiver, wodurch die Möglichkeit besteht, das Proteinlysat innerhalb von 5 min zu 
vernetzen und damit auch transiente Interaktionspartner zu identifizieren. Außerdem 
besitzt es keinen langen Linker, wodurch die Anzahl an potentiellen Quervernetzungen 
etwas eingeschränkt wird. Somit sollte es zu einer schnellen und spezifischen 
Quervernetzung von Proteinen kommen. 
 
Abbildung 53: Schematische Darstellung der Auftrennung von Proteinen und quervernetzten Proteinen im Gel 
und daraus resultierende Intensitätsprofile. 
(A) Schematischer Vergleich von Proteinen, die durch eine Co-IP angereichert wurden und Proteinen die nach der Co-
IP zusätzlich quervernetzt wurden. Durch das Quervernetzen kommt es im oberen Gelbereich, im Vergleich zur 
Kontrolle, zu zusätzlichen Proteinbanden.  
(B) Durch die Überlagerung der Intensitätsprofile von allen Proteinen, können Rückschlüsse auf deren Quervernetzung 
gezogen werden, ohne dass quervernetzte Peptide detektiert werden müssen. Hierzu werden die Proteingrößen gegen 
die normalisierten Intensitäten in der Form des iBAQ-Wertes aufgetragen. 
 
5.1.4.1 Quervernetzen des Mediatorkomplexes auf magnetischen Beads mit 
Glutaraldehyd 
Das Ziel dieses Experimentes war es, das Quervernetzen des Mediatorkomplexes und 
dessen Interaktionspartner mit Glutaraldehyd zu etablieren. Als einfaches Readout wurde 
die Immunodetektion via Western Blot gewählt. 
Um große Mengen an Mediatorkomplex zu erhalten, wurden Hefezellen bis zu einer OD 
von 20 wachsen gelassen. Die Zellen wurden wie in Kapitel 4.5.1.2 und 4.5.1.4 
beschrieben geerntet und aufgeschlossen. Anschließend wurde der Mediatorkomplex, 
über die mit 6-mal HA-Peptid markierte Untereinheit Med2, co-immunpräzipitiert 
(Kapitel 4.5.1.6). Gebundene Proteine wurden von den Beads eluiert, mit SDS-PAGE 
Ctr XL
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160 kDa
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A B XL-Proteinprofile 
IBAQ 
Größe 
[kDa] 
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aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran übertragen und mittels anti-HA Immundetektion 
analysiert (Kapitel 4.5.1.10). Die Kontrollspur weist eine intensive Bande auf der Höhe 
von 70 kDa auf. Hierbei handelt es sich um die markierte Untereinheit Med2-HA mit 54.2 
kDa (Abbildung 54). Im Bereich von 50 kDa ist eine weitere Bande mit schwächerer 
Intensität zu sehen. Diese Bande ist das FC-Fragment, das sich während der Elution von 
den HA- Beads gelöst hat und vom zweiten Antikörper erkannt wird. In diesem 
Versuchsansatz wurden, parallel zur Kontrolle, acht verschiedene Konzentrationen an 
Glutaraldehyd verwendet und damit die angereicherten Proteine auf den Beads 
quervernetzt. Ab einer Konzentration von 0.05 % Glutaraldehyd (GA) ist eine deutliche 
Bande auf der Höhe von 200 kDa zu sehen, die mit zunehmender Konzentration an GA 
wieder nachlässt. Mit welchem Protein die Quervernetzung erzeugt wurde, kann aus den 
Daten nicht bestimmt werden, da nur das Signal von Med2HA sichtbar ist. 
Die weitere Abnahme des Med2HA-Signals, bei Konzentrationen von 0.25% bis 2% GA 
lässt sich mit einem großen Verlust an Gesamtprotein erklären. Mit Formaldehyd liegt der 
Verlust an Gesamtprotein bei der Verwendung von 1 % für 30 min bei 90 % (Sutherland 
et al., 2008). Zudem sind im Gelbereich von 70 kDa bis zur Geltasche leicht 
angeschwärzte Bereiche zu sehen. Insgesamt betrachtet nimmt die Intensität von Med2-
HA mit zunehmender Menge an GA ab. Proteine in der Geltasche sind ebenfalls 
Proteinaggregate, die zu groß sind um in Acrylamidgel einzudringen. 
 
Abbildung 54: Western Blot Analyse von Med2-HA, das zuvor mit magnetischen anti-HA Beads aus einem Hefe 
Zelllysat angereichert wurde. 
Nach der Anreicherung wurden die Proteine auf den Beads mit 0.01, 0.05, 0.1, 0.125, 0.25 0.5, 1 und 2 % 
Glutaraldehyd für 5 min auf Eis quervernetzt, mit SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran übertragen. 
Mittels anti-HA Immundetektion wurden Med2-HA sichtbar gemacht. Im Vergleich zur Kontrolle ist auf der Höhe von 
180 kDa bei den verschiedenen GA-Konzentrationen (außer bei 2 %) eine zusätzliche Crosslinkbande zu sehen. 
Ergebnisse und Diskussion 
 
136 
5.1.4.2 XL Profile von Med2-HA und Med18-HA mit Glutaraldehyd 
Nachdem das erfolgreiche Quervernetzen des Mediatorkomplexes auf den magnetischen 
Beads per Western Blot gezeigt werden konnte (Kapitel 5.1.4.1), wurde die Menge an 
Beads und Protein verfünffacht (50 µL Beads, 10 mg Proteininput), um in einer MS-
Messung Interaktionsinformationen über die Untereinheiten des Mediatorkomplexes zu 
erhalten. Die angereicherten Proteine wurden auf den Beads mit GA quervernetzt, 
gewaschen, eluiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie angefärbt. Die 
kompletten Proteinspuren wurden in 15-30 Banden geschnitten und die Proteine mittels 
bottom-up Proteomics workflow identifziert und quantifziert. Als quantitativer Wert 
wurde hierbei der iBAQ verwendet (Schwanhäusser et al., 2011). Bei dieser 
intensitätsbasierten absoluten Quantifizierung werden die aufsummierten 
Peptidintensitäten für jedes Protein durch die Anzahl der theoretisch möglichen Peptide 
nach dem Verdau geteilt. Durch diese Normalisierung bleibt der iBAQ, im Vergleich zu 
den aufsummierten Peptidintensitäten, von der Proteingröße unbeeinflusst. 
Die verwendeten Kontrollen zeigen die Auftrennung der verschiedenen Untereinheiten 
des Mediatorkomplexes nach der SDS-PAGE (Abbildung 55A, Abbildung 56A). In 
beiden Kontrollen ist deutlich zu sehen, dass jedes Protein in einem Bereich von 10 kDa 
oder mehr auf dem Gel zu detektieren ist. Die Größe der Mediatoruntereinheiten 
korreliert deutlich mit der Größeninformation des Proteinmarkers (Novex), wobei 
kleinere Abweichungen von 5 kDa zu beobachten sind (Abbildung 55 Med3, Med17). Im 
Vergleich zur Kontrolle wurden die Beads bei den XL-Ansätzen mit 0.1 % GA für 5 min 
auf Eis quervernetzt und restliches GA mit Trispuffer zum Abreagieren gebracht. In den 
beiden XL-Profilen von Abbildung 55B und Abbildung 56B ist deutlich zu sehen, dass 
zusätzliche Intensitätsmaxima im Vergleich zu Kontrolle vorhanden sind.  
Bei der Co-IP und dem Quervernetzen von Med2-HA sind auf der Höhe von 250 – 350 
kDa zusätzliche Intensitätsmaxima der Mediatoruntereinheiten Med5, Med15, Med16 und 
Med14 zu sehen, die in der Kontrolle fehlen. Da die Größen der einzelnen Untereinheiten 
von 111 bis 129 kDa reichen, müssen mindestens jeweils zwei der Proteine miteinander 
vernetzt worden sein, um sich nach der Elektrophorese im Gelbereich von 250 – 350 kDa 
zu befinden (Abbildung 55). Weiterhin handelt es sich bei allen gefunden Proteinen um 
Untereinheiten des Tail-Moduls. In Übereinstimmung mit dem aktuellen Modell des 
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Mediatorkomplexes (Abbildung 36) könnten jeweils die Untereinheiten Med5 mit Med16 
und Med14 mit Med15 miteinander vernetzt worden sein. Durch den indirekten Nachweis 
über das Gelprofil kann der entscheidende Beweis, durch die Identifizierung der 
quervernetzten Peptide, jedoch nicht erbracht werden. 
Zur weiteren Validierung der Funktionalität der Gelprofile, in Kombination mit der 
Quervernetzung mit Glutaraldehyd, wurden über die Untereinheit Med18HA Proteine aus 
einem Hefelysat angereichert, aufgetrennt und gemessen (Abbildung 56). Hierbei wurden 
zusätzliche Intensitätsmaxima im Vergleich zur Kontrolle erzeugt. Der erste Bereich 
befindet sich bei 34-39 kDa, indem die beiden Untereinheiten Med11 (15 kDa) und 
Med22 (14 kDa) miteinander vernetzt wurden. Betrachtet man das aktuelle Modell des 
Mediatorkomplexes fällt auf, dass Med 11 und Med 22 direkt nebeneinander liegen 
(Abbildung 36, Head Module). Die Quervernetzung ist somit wahrscheinlich (Imasaki et 
al., 2011), konnte aber nicht durch bereits publizierte Crosslinkdaten bestätigt werden.  
Weiterhin sind im Gelbereich von 180 – 270 kDa die Untereinheiten Med11 (15 kDa), 
Med17 (78.5 kDa), Med18 (34.3 kDa), Med20 (22.9 kDa) und Med22 (13.9 kDa) zu 
finden. Da die Größen der einzelnen Untereinheiten zu klein ausfallen, um sich nach der 
Elektrophorese in diesem Gelbereich zu befinden, müssen die Proteine miteinander 
vernetzt worden sein. Diese Ergebnisse passen ebenfalls zum aktuellen Modell, da Med 
17 und Med 18 in der Nähe von Med 11 und Med 22 liegen (Tsai et al., 2014). Addiert 
man deren Massen (Med 11 (15.1 kDa), Med 17 (78.5 kDa), Med 18 (34.3 kDa) und 
Med22 (13.9 kDa)) kommt man jedoch nur auf 135 kDa. Es muss also noch ein weiteres 
interagierendes Protein quervernetzt worden sein.  
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Abbildung 55: Intensitätsprofile der verschiedenen Untereinheiten des Mediatorkomplexes. 
Die Proteine wurden mit magnetischen anti-HA Beads über Med2-HA co-immunpräzipitiert und über ein Tris-Acetat 
Gel aufgetrennt. Die Intensitäten, der gemessenen Proteine wurden in Form des iBAQ-Wertes gegen die jeweiligen 
Gelbanden aufgetragen. A) Intensitätsprofile der Mediatoruntereinheiten, die mit den anti-HA Beads angereichert 
wurden. B) Intensitätsprofile der Mediatoruntereinheiten, die mit den anti-HA Beads angereichert wurden und auf den 
Beads zusätzlich mit 0.1 % Glutaraldehyd quervernetzt wurden. 
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Abbildung 56: Intensitätsprofil des Head-Moduls des Mediatorkomplexes. 
Die Proteine wurden mit magnetischen anti-HA Beads über Med18-HA co-immunpräzipitiert und über ein Bis-Tris Gel 
aufgetrennt. Die Intensitäten, der gemessenen Proteine wurden in Form des iBAQ-Wertes gegen die jeweiligen 
Gelbanden aufgetragen. A) Intensitätsprofile der Mediatoruntereinheiten, die mit den anti-HA Beads angereichert 
wurden und auf den Beads zusätzlich mit 0.1 % Glutaraldehyd quervernetzt wurden. B) Intensitätsprofile der 
Mediatoruntereinheiten, die mit den anti-HA Beads angereichert wurden. 
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5.1.4.3 Fazit zur Identifizierung von quervernetzten Proteinen über SDS-PAGE 
Profile 
Insgesamt betrachtet ist die Auswertung von Quervernetzungsversuchen mittels Gelprofil 
eine einfache Alternative im Vergleich zur aufwendigeren direkten Identifizierung von 
zwei quervernetzten Peptiden. Bleibt die Anzahl der Proteine auf etwa 20 begrenzt und 
liegt bereits eine konkrete Vermutung vor, kann dies als einfacher Beweis herangezogen 
werden. Der eigentliche limitierende Faktor ist die Trennleistung des Acrylamidgels. 
Befinden sich z.B. 100 Proteine in einer Gelbande kann nicht mehr eindeutig 
nachvollzogen werden, welche Proteine miteinander quervernetzt wurden. Eine bessere 
Auftrennung der Proteine könnte mittels Fraktionierung mit einer RP-Säule mittels HPLC 
erreicht werden. Hierbei kann ein langer Elutionsgradient gewählt werden, um die 
Auftrennung zu maximieren. 
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5.2 Massenspektrometrie-basierte Identifizierung von Drug-
tragets 
Wie in Kapitel 3.2 beschrieben, gibt es verschiedene Möglichkeiten, um die Interaktionen 
von Proteinen mit niedermolekularen Substanzen zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde 
ein Ansatz gewählt, in dem die niedermolekularen Verbindungen an magnetische Beads 
immobilisiert werden, um damit die zellulären Zielproteine aus einem frisch 
aufgeschlossenen Zelllysat anzureichern (Abbildung 57). Diese Versuche sind mit Co-IP 
Experimenten vergleichbar und zielen darauf ab, die Zielproteine aus einem in-vivo 
ähnlichen Zustand zu isolieren. An die Beads gebundene Proteine wurden unter 
denaturierenden Bedingungen eluiert und mittels LC-MS/MS identifiziert. Um 
unspezifische Bindungen von Proteinen an die Beads von spezifischen Bindungen an den 
Inhibitor zu unterscheiden, wurde eine Beadkontrolle verwendet und quantitativ 
verglichen. 
 
Abbildung 57: Schematische Darstellung des Workflows zur Anreicherung von Zielproteinen mittels 
Affinitätsaufreinigung. 
Zunächst wurden die Streptavidin Beads mit biotinyliertem Inhibitor gesättigt. Als Kontrolle wurden unbeladene 
Streptavidin Beads verwendet. Beide Proben wurden parallel mit INA 6 Zelllysat inkubiert, gewaschen und die 
gebunden Proteine mit LDS eluiert. Nach der Messung mittels LC-MS/MS wurden spezifisch und unspezifisch 
angereicherte Proteine mittels Label Free Quantifizierung voneinander unterschieden (Quelle: (Bach et al., 2017)). 
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5.2.1 Überprüfung von unspezifischen Proteinbindungen an den 
Linker 
Die verwendete Strategie (Abbildung 57), um zwischen Proteinen zu unterscheiden, die 
spezifisch an den Inhibitor binden und Proteinen, die unspezifisch an die Beads binden, 
weist noch eine weitere Bindemöglichkeit von Proteinen auf. Proteine könnten spezifisch 
an den Linker, zwischen Biotin und Inhibitor, binden und somit falsch positive Treffer 
erzeugen. Um diese Bindemöglichkeit zu überprüfen, wurde die Substanz AH441 von Dr. 
Anna Lehmann (AG Holzgrabe) synthetisiert, die lediglich den Linker und das Biotin für 
die Immobilisierung aufweist (Abbildung 58). 
 
Abbildung 58:Strukturformel des biotinylierten Linkers (AH441), der auf magnetischen Beads immobilisiert und 
als Linkerkontrolle verwendet wurde. 
Mit dieser Kontrolle wurde überprüft, ob Proteine unspezifisch an den Linker binden und somit eine möglich 
Fehlerquelle für die folgenden Experimente mit den biotinylierten Inhibitoren darstellen. 
 
Im folgenden Versuch wurden die Proteine identifiziert und quantifiziert, die zum einen 
an die Beadkontrolle und zum anderen an die Linkerkontrolle gebunden haben. Hierzu 
wurden beide Proben mit INA6 Zelllysat inkubiert und die angereicherten Proteine nach 
mehreren Waschschritten eluiert. Nach der Messung der Proben mittels LC-MS/MS 
wurden die Proteinverhältnisse von Beadkontrolle und Linkerkontrolle gebildet und 
gegen die Proteinintensitäten aufgetragen (Abbildung 59). Die meisten Proteine, die 
identifiziert wurden, zeigen ein Verhältnis im Bereich von log2 -2 und log2 2. Sie sind 
weder mit der Beadkontrolle noch mit den Linkerbeads spezifisch angereichert (offene 
Datenpunkte). Im Bereich von log2 -14 bis log2 -7 sind 7 Proteine spezifisch mit der 
Beadkontrolle angereichert. Hierbei handelt es sich um Carboxylasen, die Biotin als 
prosthetische Gruppe aufweisen (Tong, 2013). Das Biotin der Carboxylasen bindet an die 
Streptavidinbeads (Kontrollbeads) aber nicht an die Beads mit der Linkerkontrolle, da 
hier das Biotin der Linkerkontrolle bereits an Streptavidin gebunden hat. Weiterhin wurde 
auch ein mitochondriales Protein angereichert, das ein potentieller Interaktionspartner 
einer Carboxylase ist und somit indirekt durch die Bindung an die Carboxylasen mit 
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angereichert wurde. Mit der verwendeten Linkerkontrolle sind keine Proteine spezifisch 
angereichert worden. Falls es zur Anreicherung gekommen wäre, wären diese im Bereich 
ab log2 2 und mehr in Abbildung 59 zu sehen. Der verwendete PEG-Linker AH441 ist 
somit gut geeignet, um ihn für Anreicherungsversuche zu verwenden. Dieses Ergebnis 
passt zu bereits veröffentlichten Daten, in denen ebenfalls hydrophile Linker verwendet 
wurden (Shiyama et al., 2004). 
 
Abbildung 59 Identifizierung von Proteinen, die mit der Linkerkontrolle oder der Beadkontrolle aus einem INA6 
Zelllysat angereichert wurden. 
Proteine, die im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle signifikant (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.02) 
angereichert wurden, sind als geschlossene Kreise markiert. Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte 
von 3 biologischen Replikaten (n Replikate > 1). Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten 
Peptide (razor and unique). Proteine von demselben Komplex, der gleichen Familie oder derselben Funktion sind mit 
derselben Farbe markiert. Mit der Beadkontrolle wurden speziell Carboxylasen angereicht, da diese Biotin als 
prosthetische Gruppe enthalten. 
 
5.2.2 Identifizierung potentieller Targets von α-acyl 
Aminocarboxamiden 
Das Mutliple Myelom (MM) ist eine Krebserkrankung, bei der die antikörperbildenden 
Plasmazellen betroffen sind. Die Entartung der Zellen geschieht dadurch, dass ein 
Onkogen unter die Kontrolle eines Immunglobulin-Enhancer kommt (Gonzalez et al., 
2007). Dies führt zur Produktion von fehlerhaften Antikörpern, Tumorwachstum und der 
Zerstörung des Knochenmarks. Aufgrund fehlender effektiver Therapien liegt die mittlere 
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Überlebensrate der Patienten bei 5 bis 10 Jahren (Brenner et al., 2008). Es besteht somit 
ein großer Bedarf an neuen Therapien, um die Überlebensdauer der Patienten zu 
verbessern. 
Ein möglicher Ansatzpunkt ist die Hitzestressantwort (HSR), die einen wichtigen 
Schutzmechanismus in Zellen darstellt (Lindquist, 1986). Im normalen Zustand ist der 
Hitzeschocktranskriptionsfaktor (HSF1) an das Chaperon HSP90 gebunden (Abbildung 
60). Bei einer zellulären Stresssituation steigt die Anzahl an ungefalteten Proteinen, die 
an HSP90 binden und gefaltet werden müssen. HSF1 löst sich darauf von HSP90, 
trimerisiert, wandert in den Zellkern und wird dort phosphoryliert (Powers and Workman, 
2007). In diesem aktiven Zustand bindet HSF1 an die DNA und initiiert die Transkription 
von Hitzeschockproteinen wie HSP72 (Kim et al., 1999). Ein Angriffspunkt für eine 
mögliche Therapie ist das Chaperon HSP90, da es in MM-Zellen überexprimiert wird und 
Proteine faltet, die wichtig für onkogene Signalwege sind (Calderwood et al., 2006). Erste 
Versuche mit HSP90-Inhibitoren hatten jedoch den Effekt, dass die HSR ausgelöst wurde 
und HSF1 die Produktion von anderen HSPs wie HSP72 initiiert hat, die die Rolle von 
HSP90 übernommen haben (Abbildung 60B, (de Billy et al., 2009), (Shah et al., 2015)). 
 
Abbildung 60: Die Hitzeschockantwort und potentielle Inhibitoren dafür. 
A) Schematische Darstellung der Hitzestressantwort und der daran beteiligten Proteine (Modifiziert nach Powers 2007 
und de Billy 2009). (B) Western Blot Ergebnisse der Menge an HSP72 ohne Behandlung (-/-), mit HSP90 Inhibition 
(+/-) und einer Kombination aus HSP90- und potentieller HSF1-Inhibition durch α-acyl Aminocarboxamide (Quelle 
CRU216 Antrag für die 2te Förderungsperiode). 
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Um die Inhibition der HSR über HSP90 zu erreichen, wird somit ein weiterer 
Ansatzpunkt benötigt, um die HSR komplett auszuschalten. Werden MM-Zellen 
zusätzlich mit α-acyl Aminocarboxamiden behandelt, führt dies zu einer reduzierten 
Bildung von HSP72 und letztendlich zum Zelltod (Abbildung 60B). Aufgrund 
struktureller Ähnlichkeiten zu bekannten potentiellen HSF1-Inhibitoren wurde zunächst 
angenommen, dass dieser Effekt auf der Inhibition von HSF1 beruht. Mit biotinylierten 
Derivaten der α-acyl Aminocarboxamide, anschließender Affinitätsaufreinigungen und 
Massenspektrometrie wurde nun überprüft, was die zellulären Zielstrukturen sind. 
 
Abbildung 61: Strukturformeln verschiedener α-acyl Aminocarboxamide.  
A) Biotinylierte α-acyl Aminocarboxamide, die für die Immobilisierung auf magnetische Beads verwendet wurden. . 
Alle biotinylierten Substanzen zeigten keine oder nur eine geringe Wirkung auf INA6 Zellen. Aufgrund des Biotins 
könnte die Membrangängigkeit der Substanzen nicht mehr oder eingeschränkt möglich sein und somit bleibt die 
Wirkung innerhalb der Zelle aus. 
B) Die Ausgangssubstanzen AH404, AH390 und AH494 zeigten im Zelltodassay mit INA6 Zellen eine hohe Aktivität. 
Alle biotinylierten Substanzen zeigten keine oder nur eine geringe Wirkung auf INA6 Zellen. 
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Nachdem der Machbarkeitsnachweis der verwendeten Strategie aus Abbildung 57 gezeigt 
werden konnte und die mögliche Fehlerquelle durch Proteinbindungen an den 
verwendeten Linker ausgeschlossen werden konnte, wurden verschiedene Spezies von α-
acyl Aminocarboxamiden über einen Linker mit Biotin markiert. Alle verwendeten α-acyl 
Aminocarboxamide wurden von Dr. Anna Lehmann (AG Holzgrabe) synthetisiert 
(Abbildung 61). Die Ausgangssubstanz AH404 und die beiden Moleküle mit Linker 
(AH390 und AH 495) wurden im Zelltodassay mit INA6 Zellen positive getestet. Die 
biotinylierten Substanzen AH436 und AH495 zeigten keinen Effekt mehr auf INA6 
Zellen, da die Membrangängigkeit durch das angefügte Biotin vermutlich nicht mehr 
gegeben ist. 
5.2.2.1 Identifizierung zellulärer Targets derSubstanz AH436 
Der zelluläre Assay für die Aktivität der verwendeten α-acyl Aminocarboxamide ist die 
Quantifizierung der HSP72-Gehalte nach der Behandlung mit dem HSP90-Inhibitor 
AUY922. Nach der Inhibition von HSP90 wird die HSR ausgelöst und 
Hitzeschockproteine wie HSP72 werden vermehrt gebildet. Alle Substanzen aus 
Abbildung 61 wurden mit INA6-Zellen vorinkubiert und danach mit AUY922 behandelt. 
Die HSP72-Gehalte wurden von Dr. Daniela Brünnert (AG Bargou) quantitativ mittels 
ELISA überprüft (Abbildung 62). Die Wirksamkeit der α-acyl Aminocarboxamide 
spiegelt sich in einer reduzierten Induktion von HSP72 wider. Zusätzlich zur 
Quantifizierung von HSP72 mittels ELISA wurde das Gesamtproteom nach 
verschiedenen Behandlungen analysiert. Die Induktion von HSP72, HSP90 und weiteren 
HSPs durch AUY922 konnte hierdurch bestätigt werden (Abbildung A. 46). Die 
Behandlung mit dem α-acyl Aminocarboxamid AH390 und die Kombinationsbehandlung 
mit AUY922 und AH367 führten zu keinem spezifischen Effekt auf Proteomebene 
(Abbildung A. 44, Abbildung A. 48). Die vermehrte Freisetzung von Histonen bei den 
Inhibitorbehandlungen könnte auf eine eingeleitete Apoptose hindeuten (Chen et al., 
2014). 
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Abbildung 62: HSP72-Gehalte von INA6-Zellen, die mit verschiedenen α-acyl Aminocarboxamiden behandelt 
wurden. 
Die Zellen wurden 4 h mit den verschiedenen α-acyl Aminocarboxamiden vorbehandelt und anschließend mit der HSR 
stimulierenden Substanz AUY922 für weitere 4 h inkubiert. Als Kontrollen wurden die Behandlung mit DMSO und 
AUY922 verwendet. Die Grafik wurde von Dr. Daniela Brünnert (AG Bargou) zur Verfügung gestellt. 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Substanz AH404 eine hemmende Wirkung auf die 
Hitzeschockantwort (HSR) hat, wurde daraus Substanz AH436 synthetisiert, um sie an 
magnetische Beads zu binden. Ziel war es, die zellulären Zielproteine der α-acyl 
Aminocarboxamide damit anzureichern und zu identifizieren. Die mit AH436 beladenen 
Beads wurden mit INA6 Zelllysat inkubiert, gewaschen und gebundene Proteine eluiert. 
Als Kontrolle dienten unbeladene Beads, die gleichermaßen behandelt wurden. Die 
eluierten Proteine wurden per SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 63). 
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Abbildung 63: Proteine, die mit AH436-beladenen Streptavidinbeads und der Beadkontrolle aus einem INA6 
Zelllysat angereichert wurden. 
Die gebundenen Proteine wurden mit Probenpuffer von den Beads eluiert, reduziert, gekocht, alkyliert und 
anschließend durch SDS-PAGE aufgetrennt. Als Kontrolle wurden Streptavidinbeads verwendet und ebenfalls mit 
INA6 Zelllysat behandelt und wie oben beschrieben auf das Gel aufgetragen und aufgetrennt. Bereits im Gel konnten 
kleine Unterschiede zwischen der Kontrolle und dem verwendeten Inhibitor festgestellt werden. Proteinbanden, die nur 
mit dem Inhibitor AH436 aufgetreten sind wurden rot markiert. Spezifisch mit der Kontrolle angereichte Proteine sind 
grün markiert. Die Bande des Streptavidin Momomers is blau markiert. Für die anschließende Messung wurden beide 
Gelspuren (AH436 und Ctr) in jeweils 15 Banden geschnitten gewaschen, tryptisch verdaut und die Peptide mittels LC-
MS/MS identifiziert. Die Quantifizierung wurde ohne Markierung mittels Maxquant LFQ durchgeführt. 
 
Bereits im Proteinbandenmuster der aufgetrennten Proteine konnten Unterschiede 
zwischen den Kontroll- und den Inhibitorbeads festgestellt werden, jedoch sind die beiden 
Lanes von der Gesamtintensität vergleichbar, was gute Voraussetzungen für einen 
Vergleich mittels verwendeter LFQ-Methode sind (Abbildung 63). Erkennbare 
Unterschiede sind bei der Kontrollspur auf der Höhe von 57 und 75 kDa im Vergleich zur 
AH436-Spur. Diese beiden Proteinbanden passen zu den Carboxylase PCCB (56 kDa) 
und PCCA (77 kDa). Mit dem Inhibitor sind zwei deutliche Banden im Bereich von ca. 
400 und 85 kDa vorhanden. Weiterhin ist zu sehen, dass im Bereich von 10kDa eine 
Bande in der Kontrollspur auftaucht (blaue Markierung). Bei dieser Bande handelt es sich 
um Streptavidin, das an die Beads verlinkt wurde. Bei den Inhibitorbeads wird durch die 
Biotin-Streptavidin-Bindung die Stabilität des Streptavidin vergrößert (Weber et al., 
1989). Nicht-kovalent gebundene Einheiten des Streptavidintetramers lösen sich nur in 
kleinen Mengen im Vergleich zu den Kontrollbeads. Diese Tatsache ist zudem ein 
Hinweis darauf, dass der biotinylierte Inhibitor an Streptavidin gebunden hat. 
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Für die MS-Messungen wurde jede Gelspur in 15 Banden geschnitten, die Proteine 
extrahiert und mittels LC-MS/MS analysiert. Für jeden Inhibitor wurden mindestens 3 
Replikate angefertigt und die Proteine mit Maxquant identifiziert und quantifiziert. Für 
den Inhibitor AH436 (Abbildung 61A) wurden 5 biologische Replikate angefertigt und 
die Proteinverhältnisse zwischen Kontrolle und Inhibitor gebildet und gegen die 
Proteinintensitäten aufgetragen (Abbildung 64A). Der Großteil der Proteine, die als 
offene Kreise markiert sind, sind mit der Kontrolle und dem Inhibitor gleichermaßen 
angereicherte unspezifische Proteine. Mit den Kontrollbeads wurden die Carboxylasen 
und zugehörige mitochondriale Proteine angereichert, was für die Funktionalität der 
verwendeten Streptavidinbeads spricht. Die Proteine, die mit dem Inhibitor AH436 
angereichert wurden, lassen sich in Komplexe, Familien und Funktionen unterteilen. 
Jedes signifikant angereicherte Protein ist ein möglicher Interaktionspartner von AH436 
bzw. ein Interaktionspartner eines AH436-Bindungspartners. Anhand dieser Daten ist es 
nicht möglich zwischen direkten und indirekten Interaktoren zu unterscheiden. 
Mit dem Inhibitor AH436 wurden folgende Proteine angereichert (Abbildung 64A): der 
MICOS Komplex, der die mitochondriale Morphologie und den Proteintransport reguliert 
(Xie et al., 2007), vier Untereinheiten des SMN-Komplexes, der eine essentielle Rolle in 
der Zusammensetzung der kleinen splicesosomalen Ribonucleoproteine (snRNPs) spielt 
(Gubitz et al., 2004) und sechs Untereinheiten des CCR4-NOT Komplexes, der unter 
anderem in die DNA Damage response (DDR) involviert ist (Collart and Panasenko, 
2012). Außerdem wurden mehrere peroxisomale Proteine, Apoptoseproteine wie 
MAP3K5, MAP3K6, PDCD6 und PEF1 und fünf Untereinheiten der Phosphatase 6 
identifiziert, die mit der Regulation des Zellzyklus in Verbindung stehen (Rusin et al., 
2015). Interessanterweise wurden auch vier Kinasen (PRKDC, ATM, ATR und mTOR) 
derselben Familie (PIKKs) angereichert. mTOR reguliert das Zellwachstum über 
verschiedene Prozesse wie Proteinsynthese, Ribosomenbiogenese und Autophagie 
(Sarbassov et al., 2005; Tu et al., 2013). PRKDC, ATM und ATR sind Interaktionspartner 
innerhalb der DDR (Weber and Ryan, 2015). Die PRKDC (DNA-PK) ist zudem ein 
Interaktionspartner von HSF1 (Huang et al., 1997) und es konnte gezeigt werden, dass die 
PRKDC in der HSF1 vermittelten Hochregulierung von HSP72 eine wichtige Rolle spielt 
(Nueda et al., 1999). 
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Um einen strukturellen Zusammenhang innerhalb der verschiedenen Proteine zu finden, 
wurde eine Anreicherungsanalyse für Proteindomänen durchgeführt (Abbildung 64B). 
Die häufigste Domäne, die innerhalb der potentiellen Bindungspartner von AH436 
angereichert wurde ist die Armadillodomäne (ARM). Von den 68 angereicherten 
Proteinen weisen 13 (PRKDC, ATM, ATR, mTOR, XPOT, PP6R1, PP6R2, MON2, 
CIP2A, CNOT1, RCD1, GCN1, BIG2) die Armadillodomäne auf, was 17 % der Proteine 
sind. Diese Domäne besteht aus mehreren variablen Helices, die zusammen eine 
Superhelix bilden, die bei der Protein-Proteininteraktion eine wichtige Rolle spielt 
(Baretic and Williams, 2014). 
 
Abbildung 64: Identifizierung von potentiellen Zielproteinen, die mit Substanz AH436 aus einem INA6 Zelllysat 
angereichert wurden. 
(A)Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle signifikant (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.02) 
angereichert wurden sind als geschlossene Kreise markiert. Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte von 
5 biologischen Replikaten (n Replikate > 1). Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten Peptide 
(razor and unique). Proteine von demselben Komplex, der gleichen Familie oder derselben Funktion sind mit derselben 
Farbe markiert. Mit den Kontrollbeads wurden speziell Carboxylasen angereichert, da diese Biotin als prosthetische 
Gruppe enthalten. 
B) Signifikant angereicherte und nicht-redundante InterPro-Domänen (Benjamini-Hochberg adjusted Fisher´s exact test 
p-value < 0.01). Die blauen Balken zeigen den Anteil der angereicherten Domäne, innerhalb der potentiellen 
Zielproteine (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.02, n replicates > 1 and log2 ratio > 0). Die grauen 
Balken stellen den Anteil der angereicherten Domäne innerhalb der nicht-signifikant angereicherten Proteine dar 
(Quelle: (Bach et al., 2017)). 
 
Im nächsten Schritt wurden diese 13 Proteine und die anderen 55 angereicherten Proteine 
mit der HitPredict Datenbank (Patil et al., 2011) auf Interaktionen hin untersucht. Die 
meisten der angereicherten Proteine lassen sich durch die Interaktion mit einem der 13 
Proteine mit Armadillodomäne erklären. Diese Domäne stellt somit ein potentielles 
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Bindungsmotiv für die α-acyl Aminocarboxamide dar. Obwohl die Armadillodomäne in 
Bezug auf die Größe stark variieren kann, wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass 
diese Domäne hochkonservierte Bindetaschen aufweist, die für die Interaktion mit 
Proteinen wichtig sind (Dahlstrom and Salminen, 2015). 
5.2.2.2 Identifizierung zellulärer Targets von Proteinen der Substanz AH495 
Um den Einfluß der Position des Linkers an den α-acyl Aminocarboxamiden genauer zu 
untersuchen, wurde Substanz AH495 von Dr. Anna Lehmann (AG Holzgrabe) 
synthetisiert. Der Linker wurde, im Vergleich zu Substanz AH436, nicht an den oberen 
Phenylrest, sondern an den Phenylrest unten rechts angefügt (Abbildung 61). Somit 
konnte überprüft werden, ob die phenolische OH-Gruppe in Substanz AH436 für die 
Bindung an die Proteine mit Armadillodomäne essentiell ist. 
Substanz AH495 wurde genau wie Substanz AH436 an magnetische Beads gekoppelt, mit 
INA6 Zelllysat inkubiert, die Bindungspartner eluiert und die Proteine mittels LC-
MS/MS analysiert (Abbildung 65). Die mit Substanz AH495 angereicherten Proteine 
überlappen zum Teil mit den Proteinen, die mit Substanz AH436 identifiziert wurden. 
Hierzu zählen auch die vier Kinasen PRKDC, ATM, ATR und mTOR. Die Bindung der 
PIKKs an die α-acyl Aminocarboxamide ist somit unabhängig von der phenolischen OH 
Gruppe. 
Bei der Anreicherungsanalyse für Proteindomänen mit Substanz AH495 wurde die 
Armadillodomäne signifikant angereichert. Mehr als 27 % der angereicherten Proteine 
haben diese Domäne. Im Vergleich zu Substanz AH436 sind somit mehr Proteine mit 
einer Armadillodomäne angereichert. Weiterhin sind die 4 Kinasen PRKDC (DNA-PK), 
ATM, ATR und mTOR stärker angereichert was man am Proteinverhältnis erkennen 
kann. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die Substanz AH495 stärker an die vier 
Kinasen und an Proteine mit Armadillodomäne bindet. Ingesamt wurden 116 Proteine 
angereichert, das sind 48 Proteine mehr als mit Substanz AH436. Der stärkeren 
Anreicherung der Kinasen PRKDC (DNA-PK), ATM, ATR und mTOR, die 
wahrscheinlich für den Effekt auf die MM-Zellen verantwortlich sind, steht somit eine 
vermehrte generelle Anreicherung von Proteinen mit Armadillodomäne entgegen. 
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Abbildung 65: Identifizierung von potentiellen Zielproteinen, die mit Substanz AH495 aus einem INA6 Zelllysat 
angereichert wurden. 
(A) Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle signifikant (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.02) 
angereichert wurden sind als geschlossene Kreise markiert. Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte von 
3 biologischen Replikaten (n Replikate > 1). Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten Peptide 
(razor and unique). Proteine von demselben Komplex, der gleichen Familie oder derselben Funktion sind mit derselben 
Farbe markiert. Mit den Kontrollbeads wurden speziell Carboxylasen angereichert, da diese Biotin als prosthetische 
Gruppe enthalten. B) Signifikant angereicherte und nicht-redundante InterPro-Domänen (Benjamini-Hochberg adjusted 
Fisher´s exact test p-value < 0.01). Die blauen Balken zeigen den Anteil der angereicherten Domäne, innerhalb der 
potentiellen Zielproteine (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.02, n replicates > 1 and log2 ratio > 0). Die 
grauen Balken stellen den Anteil der angereicherten Domäne innerhalb der nicht-signifikant angereicherten Proteine dar 
(Quelle (Bach et al., 2017)). 
 
5.2.2.3 Vergleich der zellulären Targets der Substanzen AH436 und AH495 
Die Datensätze von AH436 und AH495, mit den verschiedenen Linkerpositionen, wurden 
für einen genauen Vergleich zusammen in Maxquant prozessiert, um Unterschiede im 
Hinblick auf die Zielproteine zu untersuchen. Hierzu wurden die log2-Verhältnisse der 
Inhibitoren auf den Z-Score standardisiert und gegeneinander aufgetragen (Abbildung 
66). Der Z-Score gibt an, wieviele Standardabweichungen sich ein Datenpunkt vom 
Median des Datensatzes entfernt befindet. Die Z-Scores wurden von Dr. Jens Vanselow 
(AG Schlosser), wie in Kapitel 4.5.2.11 beschrieben, berechnet. Die vier Kinasen 
PRKDC, ATM, ATR und mTOR sind nahe der Winkelhalbierenden angeordnet, was für 
eine Anreicherung mit beiden Inhibitoren spricht. Es gibt jedoch zwei Proteinkomplexe, 
die nur mit jeweils einem der beiden Inhibitoren angereichert wurden. Mit Substanz 
AH436 wird der CCR4-NOT Komplex angereichert und mit AH495 sind mehrere 
Untereinheiten des COG-Kompexes zu sehen. Der COG-Komplex besteht aus acht 
Untereinheiten, die zusammen einen Heterooktamer bilden und zur Familie der 
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CATCHR-Komplexe gehören (Yu and Hughson, 2010). Seine Aufgabe ist es, unter 
anderem, den retrograden Transport innerhalb der Membran des Golgi-Apparates zu 
steuern (Ungar et al., 2006). 
 
Abbildung 66: Vergleich der Proteine, die mit Substanz AH436 und AH495 aus INA6 Zelllysat angereichert 
wurden. 
Proteine, die mit mindestens einer Substanz signifikant (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.02, n > 1, and 
log2 ratio > 0) angereichert wurden, sind als geschlossene Kreise dargestellt. Die Z-Werte wurden aus dem Median der 
log2 Proteinverhältnisse (Inhibitor/Kontrolle, n Replikate > 1), geteilt durch die Standardabweichung des Medians der 
log2 Proteinverhältnisse (Inhibitor/Kontrolle, n Replikate > 1) berechnet. Fehlende Werte in einem der beiden 
Experimente wurden durch 0 ersetzt. Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten Peptide (razor 
and unique). Proteine von demselben Komplex, der gleichen Familie oder derselben Funktion sind mit derselben Farbe 
markiert (Quelle (Bach et al., 2017)). 
 
5.2.2.4 Zielproteine der α-acyl Aminocarboxamide und neuer Wirkmechanismus 
Insgesamt wurden 68 potentielle Zielproteine mit dem α-acyl Aminocarboxamid AH436 
angereichert (Abbildung 64A). Diese große Anzahl an Proteinen lässt sich in erster Linie 
damit erklären, dass zusätzlich zu den primären Zielproteinen interagierende Proteine 
angereichert werden. Anhand dieser Daten ist es nicht möglich zwischen direkten und 
indirekten Zielproteinen zu unterscheiden. Jedoch lassen sich die Proteine in verschiedene 
Gruppen einteilen. Die interessanteste Gruppe stellen die Phosphatidylinositol 3‑Kinase-
Related Kinases (PIKKs) dar. Die Kinasen PRKDC (DNA-PK), ATM und ATR spielen 
eine wichtige Rolle in der DNA-Damage-Response (DDR), in der sie zudem miteinander 
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interagieren. Bisher konnte nicht gezeigt werden, dass die DNA-PK den 
Transkriptionsfaktor HSF1 phosphoryliert und damit seine Aktivität reguliert. Vielmehr 
deuten bisherige Ergebnisse darauf hin, dass die Stabilität von HSF1 durch die Interaktion 
mit der DNA-PK beeinflusst wird (Bach et al., 2017). Bei ausgelöster HSR, durch 
AUY922, könnte die Inhibition der DNA-PK zu einer Destabilisierung von HSF1 mit 
folgender Degradation führen. Die Expression von Hitzeschockproteinen wie HSP72 wird 
nicht mehr induziert (Abbildung 67). 
 
Abbildung 67: Potentieller Wirkungsmechanismus der α-acyl Aminocarboxamide basierend auf den 
massenspektrometrischen Daten aus Abbildung 64. 
(A) Die Stabilität von HSF1 wird durch die fehlende Interaktion mit der Kinase PRKDC (DNA-PK) reduziert und es 
kommt zur Degradation. Die HSR kann nicht ausgelöst werden, was zur ausbleibenden HSP72-Expression und 
letztendlich zum Zelltod führt (Modifiziert nach de Billy et al. 2009) 
(B) Western Blot Ergebnisse der Menge an HSP72 ohne Behandlung (-/-), mit HSP90 Inhibition (+/-) und einer 
Kombination aus HSP90- und potentieller HSF1-Inhibition durch α-acyl Aminocarboxamide (Quelle CRU216 Antrag). 
 
Die Hitzestressantwort ist damit komplett ausgeschaltet, wodurch Proteine, die für 
onkogene Signalwege wichtig sind, nicht mehr gefaltet werden können. Bei MM-Zellen, 
die mit einer Kombination aus HSP90-Inhibitor und den α-acyl Aminocarboxamiden 
behandelt werden, kommt es somit nach wenigen Stunden zur Apoptose. Ob der indirekte 
Effekt der α-acyl Aminocarboxamide auf die HSR nur von der DNA-PK abhängt oder ob 
es sich um einen synergistischen Effekt handelt, da vier PIKKs inhibiert sind, bleibt im 
Moment noch ungeklärt. Durch das schrittweise Ausschalten der Proteinlevel der 
einzelnen Kinasen mit passenden siRNAs könnte man herausfinden, welche Kinase oder 
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Kinasenkombination erforderlich ist, um den gleichen Effekt wie mit den Inhibitoren zu 
erzeugen. 
5.2.2.5 Überprüfung der Anreicherung von PIKKs mit AH436 mittels Western 
Blot 
Um die massenspektrometrischen Daten aus Kapitel 5.2.2.1 mit einer anderen Methode 
zu validieren, wurden die Proteineluate von den Kontroll- und den Inhibitorbeads per 
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran übertragen. Die Kinasen PRKDC, 
ATM, ATR und mTOR wurden mittels spezifischer Antikörper über Immundetektion 
validiert (Abbildung 68; in Kooperation mit Dr. Daniela Brünnert(AG Bargou)). Im 
Vergleich zur Kontrolle wurden mit den AH436-beladenen Beads alle vier Kinasen 
angereichert. Die beiden zusätzlichen Banden bei der Detektion der PRKDC und ATM 
sind bekannte Abbauprodukte, an die der spezifische Antikörper auch bindet. Als 
Ladekontrolle wurden das Histon H2A.X und die Ponceaufärbung der Membran auf der 
Höhe von 43 kDa herangezogen. Die massenspektrometrischen Daten konnten somit 
mittels Western Blot bestätigt werden. Diese Ergebnisse waren zu erwarten, denn die 
Anreicherung wurde wie bei den massenspektrometrischen Versuchen durchgeführt, es 
wurde nur die Detektion der Proteine geändert. 
 
Abbildung 68: Überprüfung der Anreicherung der PIKKs mit Substanz AH436 mittels Western Blot. 
Die Kontrollbeads und die mit AH436 beladenen Beads wurden getrennt mit INA6 Zelllysat inkubiert und die 
gebunden Proteine eluiert, mit SDS-PAGE aufgetrennt auf eine PVDF-Membran übertragen und die Zielproteine 
PRKDC (DNA-PK), ATM, ATR und mTOR mittels spezifischer Antikörper nachgewiesen. Als Ladekontrollen wurden 
das Histon H2A.X und die Ponceau S Färbung an der Stellte 43 kDa herangezogen (in Kooperation mit Daniela 
Brünnert;Quelle: (Bach et al., 2017)). 
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5.2.2.6 Validierung der DNA-PK als Zielprotein der α-acyl Aminocarboxamide 
mittels Kinaseassay 
Nachdem die DNA-PK als potentielles Target der α-acyl Aminocarboxamide per 
Massenspektrometrie identifiziert und mittels Western Blot bestätigt werden konnte, 
wurde überprüft, ob diese Bindung direkt mit der Reduktion der Kinaseaktivität der 
DNA-PK zusammenhängt. Deshalb wurde das kommerziell verfügbare DNA-PK Kinase 
Enzyme System (Promega) verwendet, mit dem man den Einfluss von Inhibitoren auf die 
Phosphorylierungsaktivität der PRKDC testen kann (Abbildung 69). 
Dieses Enzymkit funktioniert folgendermaßen: Zunächst wird zu der Kinase, ATP und 
Substratpeptid gegeben. In der Kinasereaktion entsteht ADP, phosphoryliertes Substrat 
und es verbleibt das restliche ATP, da es im Überschuss zugegeben wird. Dieses ATP 
wird durch die Zugabe der ADP-GloTM Reagenz abgebaut. Im nächsten Schritt wird das 
Reaktionsprodukt ADP aus der Kinasereaktion in ATP umgewandelt. Dieses kann mittels 
Luziferase in Form von Licht detektiert werden. Die Menge an entstandenem Licht steht 
somit in Abhängigkeit mit der Aktivität der verwendeten Kinase. 
 
Abbildung 69: Schematische Darstellung der Funktionsweise des DNA-PK Kinase Enzyme System. 
Durch die Zugabe von ATP und Substratpeptid (p53) zur DNA-PK wurde die Phosphorylierungsreaktion durchgeführt. 
Es entstehen ATP und ADP als Reaktionsprodukte. Das überschüssige ATP wurde durch die ADP-Glo Reagenz 
aufgebraucht und das entstandene ADP im nächsten Schritt in ATP umgewandelt. Das entstandene ATP wurde mittels 
Luziferase/Luziferin-Test detektiert (Modifizierte Abbildung vom Kinase Enzyme System Protocol 
(www.promega.com)). 
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Als Positivkontrolle für das DNA-PK Kinase Enzyme System wurden die beiden 
kommerziell verfügbaren DNA-PK Inhibitoren NU7026 und NU7441 verwendet 
(Abbildung 70 (Willmore et al., 2004), (Leahy et al., 2004)). Mit beiden Inhibitoren 
konnte bereits mit einer Konzentration von 9.8 nM eine reduzierte Kinaseaktivität 
herbeigeführt werden (Abbildung 71). Die Konzentration an NU7441, die nötig ist um die 
Kinaseaktivität auf 50 % zu senken, ist 19.5 nM. Dieser Wert ist vergleichbar mit dem in 
der Literatur angegebenen IC50-Wert von 14 nM (Leahy et al., 2004). Der gemessene 
IC50-Wert von Substanz NU7026 betrug 39.1 nM. Er fällt somit niedriger aus als der 
IC50-Wert aus der Literatur mit 230 nM. Insgesamt betrachtet konnte das DNA-PK 
Kinase Enzyme System positiv auf seine Funktionsweise hin überprüft werden. 
Im nächsten Schritt wurde eine der aktivsten Substanzen, AH390 auf die Inhibition der 
DNA-PK getestet. Die gemessenen Replikate für jede Konzentration weisen eine sehr 
hohe Streuung auf, was sich in einer hohen Standardabweichung widerspiegelt 
(Abbildung 71, rote Kurve). Bis zu einer Konzentration von 1250 nM bleibt die 
Kinaseaktivität bei ca. 100 %. Bei einer Konzentration von 10 µM wird ein Wert von 80 
% Aktivität erreicht. Im Vergleich zu den beiden bekannten DNA-PK Inhibitoren 
NU7026 und NU7441 ist somit keine oder nur eine geringe inhibitorische Wirkung 
vorhanden. Höhere Konzentrationen konnten mit diesem Assay nicht getestet werden, da 
dann die vollständige Löslichkeit der Substanz AH390 nicht mehr gegeben war. 
Aufgrund der großen Streuung der Daten und der hohen Konzentrationen an AH390 ist 
diese Abnahme auf 80 % kritisch zu betrachten. Es könnte sich auch um einen 
unspezifischen inhibitorischen Effekt aufgrund der hohen Konzentrationen handeln. 
 
Abbildung 70: Strukturformeln des α-acyl Aminocarboxamids AH390 und der beiden DNA-PK-Inhibitoren 
NU7026 und NU7441. 
Alle drei Substanzen wurden auf ihre inhibitorische Wirkung bezüglich der ATP-Hydrolyse der DNA-PK untersucht. 
Hierzu wurde das DNA-PK Kinase Enzyme System verwendet. 
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Geht man davon aus, dass die Armadillodomäne die Zielstruktur der α-acyl 
Aminocarboxamide ist, würde man keine Inhibition der Kinaseaktivität der DNA-PK 
erwarten, sondern die spezifische Blockierung von Proteininteraktionen. Wenn AH390 
ein Kinaseinhibitor wäre, würde man außerdem erwarten, dass noch viele andere Kinasen 
angereichert werden (Zhang et al., 2013). Es kann weiterhin ausgeschlossen werden, dass 
es zu einer Kompetition zwischen dem im Kinase-Kit enthaltenen Peptid von p53 und der 
Substanz AH390 kommt. Das Peptid von p53 muss, um phosphoryliert zu werden, an die 
PIKK-Domäne der DNA-PK binden (Baretic and Williams, 2014). Die Substanz AH390 
bindet wahrscheinlich an die N-terminale Armadillodomäne. Diese Bindung hat laut der 
in Abbildung 71 gezeigten Daten keinen Einfluss auf die Kinaseaktivität der DNA-PK. 
Diese These passt zu den Ergebnissen aus Kapitel 5.2.2.4, da nicht die Abnahme der 
HSF1-Phosphorylierung detektiert werden konnte, sondern die Abnahme des HSF1-
Gesamtproteingehaltes (Bach et al., 2017). Diese Abnahme könnte aufgrund der 
fehlenden Proteininteraktion von HSF1 mit der DNA-PK an der Armadillodomäne 
zustande kommen, was zur Destabilisierung und Degradation von HSF1 führt. 
 
Abbildung 71: Kinaseaktivität der DNA-PK bei Konzentrationsreihen von Substanz AH390 und den beiden 
DNA-PK-Inhibitor NU7026 und NU7441. 
Verwendet wurde das DNA-PK Kinase Enzyme System (Promega). Die mit dem Luminometer (TriStar² LB 942 
Multidetection Microplate Reader) gemessenen relativen Lichteinheiten, stehen für die Aktivität der DNA-PK. Zu jeder 
Konzentration an Inhibitor wurden 3 Replikate gemessen. Zu sehen sind die Mittelwerte und zugehörigen 
Standardabweichungen. Die Aktivität in Prozent wurde gegen die Konzentration aufgetragen. 
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5.2.2.7 Validierung der DNA-PK als Zielprotein der α-acyl Aminocarboxamide  
mittels Co-IP 
Eine weitere Möglichkeit, um die gefundenen Zielproteine mit AH436 und AH495 zu 
validieren, ist es, die DNA-PK mit einem spezifischen Antikörper anzureichern und die 
gebundenen Proteine mit denen zu vergleichen, die mit beiden Inhibitoren gefunden 
wurden. In Kooperation mit Dr. Daniela Brünnert (AG Bargou) wurde ein für die DNA-
PK spezifischer Antikörper an magnetische Beads gebunden (Kapitel 4.5.1.7). Durch die 
Zugabe von INA6 Zelllysat wurden die DNA-PK und interagierende Proteine co-
immunpräzipitiert. Als Kontrolle wurden unbeladene Beads verwendet, um zwischen 
unspezifischen Bindungen an die Beads und spezifischen Bindungen an den Antikörper 
zu unterscheiden. Gebundene Proteine wurden eluiert, per SDS-PAGE aufgetrennt und 
mittels LC-MS/MS gemessen. Die Auswertung wurde, wie bei den Versuchen mit den 
beiden Inhibitoren, markierungsfrei mit Maxquant durchgeführt. Insgesamt betrachtet 
sind die Kontrolle und die Co-IP-Probe gut miteinander vergleichbar, da ein Großteil der 
Proteine gleichermaßen unspezifisch an die Beads bindet und somit um den log2 von 0 
streut (Abbildung 72). Weiterhin kommt es zu keiner spezifischen Anreicherung von 
Proteinen mit den Kontrollbeads. 
 
Abbildung 72: Anreicherung von Proteinen mittels anti-DNA-PK Co-Immunpräzipitation aus einem INA6 
Zelllysat. 
Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle signifikant (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.05) angereichert 
wurden sind als geschlossene Kreise markiert. Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte von 3 
biologischen Replikaten (n Replikate > 1). Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten Peptide 
(razor and unique). Die spezifisch angereicherten Proteine sind mit unterschiedlichen Farben hervorgehoben. 
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Die mittels Co-IP angereicherten Proteine sind die DNA-PK, BCR, AGO2, NDUFS6 und 
OCIAD1. Das spezifische Zielprotein des verwendeten Antikörpers ist die DNA-PK. Die 
anderen signifikant angereicherten Proteine sind Interaktionspartner oder sie haben eine 
ähnliche Aminosäuresequenz, die vom Antikörper erkannt wird. Die Proteine AGO2, 
NDUFS6 und OCIAD1 konnten mit den Interaktionsdatenbanken STRING oder 
Hitpredict nicht mit der DNA-PK in Verbindung gebracht werden. Das Protein BCR 
spielt eine Rolle in der DNA-Reparatur (Skorski, 2002), was die Interaktion mit der 
DNA-PK erklären könnte, da diese an der DDR beteiligt ist. AGO2 steht mit dem 
zellulären RNAi-Prozess in Verbindung (Chendrimada et al., 2005), NDUFS6 ist ein Teil 
der mitochondrialen NADH-dehydrogenase in der Atmungskette (Stroud et al., 2016) und 
zu OCIAD1 liegen noch keine genauen funktionellen Informationen vor. Die per Co-IP 
identifizierten potentiellen Interaktionspartner der DNA-PK sind weder mit AH436 noch 
mit AH495 angereichert worden, was ein Hinweis dafür sein könnte, dass die DNA-PK 
nicht das einzige primäre Zielprotein der α-acyl Aminocarboxamide ist. Eine weitere 
Erklärung der Anreicherung von BCR, AGO2, NDUFS6 und OCIAD1 könnte sein, dass 
sie das gleiche Epitop aufweisen das auch vom DNA-PK Antikörper erkannt wird.  
5.2.2.8 Fazit zur Identifizierung der potentiellen Targets von α-acyl Amino-
carboxamiden 
Mittels quantitativer MS-Messung konnten potentielle Targets der α-acyl 
Aminocarboxamide identifiziert werden. Unter den Targets befinden sich vier Kinasen 
derselben Proteinfamilie (PRKDC, ATM, ATR. mTOR), die mit 
Überlebensmechanismen bzw. onkogenem Signaling in Verbindung stehen. Zudem ist 
bekannt, dass PRKDC (DNA-PK) mit dem Transkriptionsfaktor HSF1 interagiert und 
somit die HSR beeinflussen kann. Diese Daten passen zu der unterdrückten HSR bzw. 
Induktion von HSP72, die bei einer kombinatorischen Behandlung von MM-Zellen mit 
einer HSR-induzierenden Substanz und den α-acyl Amino-carboxamiden vorliegt. Als 
potentielle Bindestelle der α-acyl Aminocarboxamide kommt die Armadillodomäne in 
Frage, da sie innerhalb der potentiellen Targets spezifisch angereichert wurde. Die 
Ergebnisse konnten mit den Substanzen AH436 und AH495 gleichermaßen erzeugt 
werden, obwohl sich der Linker mit dem Biotin an jeweils anderen Stellen im Molekül 
befindet. Die beiden Stellen mit den Linkermodifikationen sind somit nicht essentiell für 
die Interaktion mit den Proteinen. 
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5.2.3 Identifizierung zellulärer Targets von Naphtylisochinolinen 
Die Naphtylisochinoline sind Naturstoffe, die unter anderem in der Pflanze 
Ancistrocladus tectorius vorkommen, welche in den tropischen Regenwäldern Asiens 
wächst (Bringmann et al., 2013). In zellulären Assays mit INA6 Zellen konnte mit diesen 
Substanzen ein apoptotischer Effekt erzeugt werden (Li et al., 2017). Da der 
zugrundeliegende zelluläre Mechanismus gänzlich unbekannt ist, wurde, mittels 
Anreicherungsversuchen in Kombination mit quantitativen MS-Messungen, die 
Zielproteine dieser Substanzen identifiziert (siehe Kapitel 5.2). Hierzu wurden 
verschiedene Naphtylisochinoline an unterschiedlichen Stellen über einen Linker mit 
Biotin markiert, um sie an magnetischen Beads zu immobilisieren (Abbildung 73). Die 
organische Synthese der Substanzen BG135 und BG138 wurde von Raina Seupel (AG 
Bringmann) durchgeführt. 
 
Abbildung 73: Strukturformeln der Naphtylisochinoline BG135 und BG138. 
Die biotinylierten Naphtylisochinoline wurden an magnetische Beads immobilisiert und mit INA6 Zelllysat inkubiert, 
um die zellulären Zielproteine mittels LC-MS/MS zu identifizieren. Die Synthese beider Substanzen wurde von Raina 
Seupel (AG Bringmann; Organische Chemie) durchgeführt. 
 
5.2.3.1 Identifizierung zellulärer Targets der Substanz BG135 
Um zu untersuchen, welche Proteine an Substanz BG135 binden, wurde sie an 
magnetische Streptavidin-Beads immobilisiert, mit INA6 Zelllysat inkubiert, gewaschen 
und die gebundenen Proteine eluiert. Nach der Fällung der Proteine mit Aceton wurden 
die Proteine in Lösung verdaut. Wie in Kapitel 5.2.2.1 beschrieben, wurde ebenfalls eine 
Bead-Kontrolle verwendet, um zwischen spezifischen und unspezifischen 
Bindungspartnern an die Beads oder den Inhibitor zu unterscheiden. Alle gebundenen 
Proteine wurden mittels LC-MS/MS gemessen und mit Maxquant analysiert. Für den 
Datensatz aus Abbildung 74 wurden drei Replikate verwendet und die Proteinverhältnisse 
zwischen Kontrolle und Inhibitor gebildet und gegen die Proteinintensitäten aufgetragen. 
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Der Großteil der Proteine, die als offene Kreise markiert sind, sind mit der Kontrolle und 
dem Inhibitor gleichermaßen angereicherte unspezifische Proteine. Mit der Bead-
Kontrolle wurden Carboxylasen und zugehörige mitochondriale Proteine angereichert, 
was für die Funktionalität der verwendeten Streptavidin-Beads steht. Jedes signifikant 
angereicherte Protein ist ein möglicher Bindungspartner von BG135 bzw. ein 
Interaktionspartner eines BG135-Bindungspartners. Anhand dieser Daten ist es allerdings 
nicht möglich, zwischen direkten und indirekten Interaktoren zu unterscheiden. 
 
Abbildung 74: Identifizierung von potentiellen Zielproteinen, die mit Substanz BG135 aus einem INA6 Zelllysat 
angereichert wurden. 
A) Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle signifikant (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.02) 
angereichert wurden sind als geschlossene Kreise markiert. Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte von 
3 biologischen Replikaten (n Replikate > 1). Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten Peptide 
(razor and unique). Proteine der gleichen Familie oder derselben Funktion sind mit einer Farbe markiert. Mit der 
Beadkontrolle wurden speziell Carboxylasen angereicht, da diese Biotin als prosthetische Gruppe enthalten. B) 
Prozentuale Darstellung der Proteine mit derselben Funktion, die mit Substanz BG135 signifikant angereichert wurden. 
 
Die Proteine, die mit dem Naphtylisochinolin BG135 angereichert wurden, (insgesamt 
204) lassen sich hauptsächlich in zwei verschiedene Funktionen unterteilen, die sich aber 
auch überschneiden (Abbildung 74). Die erste Gruppe ist die der RNA-bindenden 
Proteine. Insgesamt wurden 66 Proteine signifikant angereicht, von denen bekannt ist, 
dass sie RNA binden. Hierzu gehören acht RNA-binding proteins (RBMs). Von diesen 
acht Proteinen haben vier Proteine zudem die Funktion mRNA zu Spleißen. Von der 
Gruppe der Proteine, die mit dem Spleißen von mRNA in Verbindung stehen, wurden 
108 Proteine signifikant angereicht. Weitere Proteine dieser Gruppe sind: Drei UEs des 
Splicing Factor 3A, sechs UEs des Splicing Factor 3B und acht Serine/arginine-rich 
Splicing Faktoren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Splicing Factor 3A 
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essentiell für das Splicen von pre-mRNA in vivo ist (Tanackovic and Kramer, 2005). 
Zusammen machen die RNA bindenden Proteine und die mRNA spleißenden Proteine 90 
% der signifikant angereicherten Proteine aus. Die restlichen 10 % der angereicherten 
Proteine verteilen sich auf RNA Polymerase assoziierte Proteine, Proteine der 
Transkription, Proteine des ER-Golgi-Transportes und nukleotidbindende Proteine. 
5.2.3.2 Identifizierung zellulärer Targets der Substanz BG138 
Um den Einfluss des Linkers an den biotinylierten Naphtylisochinolinen genauer zu 
untersuchen, wurde Substanz BG138 von Raina Seupel (AG Bringmann) synthetisiert. Im 
Vergleich zu Substanz BG 135 wurde der Linker nicht an der 4‘- sondern an der 2‘-
Position des Moleküls angefügt. (Abbildung 73).  
 
Abbildung 75: Identifizierung von potentiellen Zielproteinen, die mit Substanz BG138 aus einem INA6 Zelllysat 
angereichert wurden. 
A) Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle signifikant (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.02) 
angereichert wurden, sind als geschlossene Kreise markiert. Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte 
von 3 biologischen Replikaten (n Replikate > 1). Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten 
Peptide (razor and unique). Proteine der gleichen Familie oder derselben Funktion sind mit einer Farbe markiert. Mit 
der Beadkontrolle wurden speziell Carboxylasen angereicht, da diese Biotin als prosthetische Gruppe enthalten. B) 
Prozentuale Darstellung der Proteine mit derselben Funktion, die mit Substanz BG138 signifikant angereichert wurden. 
 
Substanz BG138 wurde genau wie Substanz BG135 an magnetische Beads gekoppelt, mit 
INA6 Zelllysat inkubiert, die Bindungspartner eluiert und die Proteine mittels LC-
MS/MS analysiert (Abbildung 75). Die mit Substanz BG138 angereicherten Proteine 
überlappen zu 90 % mit den Proteinen, die mit Substanz BG135 identifiziert wurden. 
Wiederum sind vor allem Proteine angereichert worden, die mit dem Spleißen von 
mRNA und mit der Bindung an RNA involviert sind. Hierzu gehören die Proteine 
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AKAP8 und AKP8L, die sowohl am Spleißen als auch bei der RNA-Bindung eine Rolle 
spielen (Hu et al., 2016). 
Die AKAP-Proteine haben die Funktion, die regulatorische Untereinheit der 
Proteinkinase A (PKA) zu verankern. AKAP8 ist zudem im Zellkern und hat die Aufgabe 
den Zellzyklus zu regulieren. Dazu gehört auch die Regulation der Expression von 
Proteinen des Zellzyklus (Skroblin et al., 2010). Die Inhibition des Zellzyklus über die 
potentiellen Zielproteine AKAP8 und AKAP8L ist eine mögliche Erklärung für die 
apoptotische Wirkung der Naphtylisochinoline. 
5.2.3.3 Zielproteine der Naphtylisochinoline 
Mit den beiden Naphtylisochinolinen BG135 und BG138 wurden hauptsächlich Proteine 
angereichert, die mRNA spleißen oder RNA binden. Beide Inhibitoren unterscheiden sich 
jedoch in der Anzahl der angereicherten Proteine. Mit BG135 wurden 204 potentielle 
Bindungspartner angereichert, davon sind 66 RNA-bindende Proteine und 108 Proteine, 
die am Spleißen von mRNA beteiligt sind. Im Vergleich hierzu wurden mit der Substanz 
BG138 nur 38 Proteine angereichert. Davon sind 20 RNA-bindende Proteine und 14 
Proteine, die in das Spleißen von mRNA involviert sind. Die Inhibitoren BG135 und 
BG138 unterschieden sich hauptsächlich in der Linkerposition (Abbildung 73). Insgesamt 
betrachtet weisen die potentiellen Zielproteine der beiden Inhibitoren den gleichen 
funktionellen Zusammenhang auf. Die kleinere Anzahl an angereicherten Proteinen mit 
BG138 deutet darauf hin, dass die veränderte Linkerposition einen Einfluss auf die 
Spezifität der Proteinbindung hat. 
Die Wirkung der Naphtylisochinoline auf transkriptioneller Ebene ist eine mögliche 
Erklärung für die Wirkung auf MM-Zellen und den Malariaerreger Plasmodium 
falciparum (Li et al., 2017). Da Krebszellen sich schnell und unkontrolliert teilen, sind sie 
besonders darauf angewiesen, in kurzer Zeit viele Proteine zu synthetisieren, die für die 
Zellteilung wichtig sind. Um diesen Effekt auf die Transkription und das Spleißen in den 
Zellen zu bestätigen, wäre eine quantitative Analyse von Transkriptionsmarkern mittels 
Microarray zielführend. Hierbei könnten alle Gene, die mit dem Spleißen von mRNA in 
Verbindung stehen, auf veränderte Expression, nach Zugabe eines Naphtylisochinolins, 
überprüft werden. 
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Ein möglicher mikroskopischer Assay wäre zudem die Überprüfung der Lokalisierung 
von sogenannten Nuclear Speckles, die für das Splicen von pre-mRNA und die 
Verteilung von mRNA im Cytoplasma verantwortlich sind. Durch den Inhibitor 
Spliceostatin A, der an den Splicing Faktor 3A bindet und dadurch das Spleißen 
beeinflusst, konnte gezeigt werden, dass es zu einer veränderten Verteilung der mRNA 
und der Nuclear Speckles kommt (Kaida et al., 2007). Nuclear Speckles sind 
Kompartimente, die aus Splicing-Proteinen und pre-mRNA bestehen und an denen das 
Spleißen der pre-mRNA sattfindet. Normalerweise sind sie im gesamten Zellkern verteilt. 
Inhibiert man den Splicing Faktor 3A, wandern sie zur Kernperipherie. mRNA, die nach 
dem Splicen ins Cytoplasma exportiert wird, akkumuliert nach der Behandlung mit 
Spliceostatin A ebenfalls an der Peripherie des Zellkerns. 
Da der verwendete Linker sich von dem Linker der α-acyl Aminocarboxamide 
unterscheidet, muss dieser auch auf Proteinbindungen untersucht werden, um 
auszuschließen, dass Proteine spezifisch daran binden. 
5.2.3.4 Fazit zur Identifizierung der potentiellen Targets von Naphtylisochinolinen 
Mit den beiden Naphtylisochinolinen BG135 und BG138 konnten jeweils spezifisch 
RNA-bindende Proteine und Proteine, die mit dem Spleißen von mRNA in Verbindung 
stehen, angereichert werden. Der Splicing factor 3B, der sich unter den angereicherten 
Targets befindet, ist essentiell für das Spleißen von pre-mRNA. Die Wirkung der 
Naphtylisochinoline auf transkriptioneller Ebene muss nun in Folgeexperimenten 
bestätigt werden. Hierzu könnte die Analyse von Transkriptionsmarkern mittels 
Microarray verwendet werden. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 
6.1 Allgemein 
 
°C   Grad Celsius 
µg   Mikrogramm 
µL   Mikroliter 
µm   Mikrometer 
µM   Mikromolar 
µs   Mikrosekunde 
ABC   Ammoniumhydrogencarbonat (engl.: Ammonium bicarbonate) 
ACN   Acetonitril 
BS3   Bis(sulfosuccinimidyl)suberat 
BCA   Bicinchoninsäure (engl.: AicinChoninic Acid) 
BSA   Bovines Serumalbumin 
ca.   circa 
CETSA  Cellular Thermal Shift Assay 
CID   Kollisionsinduzierte Dissoziation (eng.: Collision-Induced 
Dissociation 
cm   Zentimeter (centi von lat.: centum = 100) 
Co-IP   Co-Immunpräzipitation 
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Da   Dalton (Atomare Masseneinheit) 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (engl.: DeoxyriboNucleic Acid) 
DNA-PK  DNA-abhängige Proteinkinase (engl.: DNA dependent Protein 
Kinase) 
DSSO   Disuccinimidylsulfoxid 
DTT   Dithiothreitol 
E. coli   Escherichia coli (Modellorganismus) 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure (engl.: EthyleneDiamineTetraAcetic 
acid) 
EI   Elektronenstoßionisation 
ESI   Elektrosprayionisation 
et al.   und andere (lat.: et alii) 
ETD   Electron Transfer Dissociation 
FAB   Fast Atom Bombardment 
FDR   False Discovery Rate 
FRET   Förster-Resonanzenergietransfer 
FT-ICR  Fourier-Transform Ion Cyclotron Resonance 
FWHM  Halbwertsbreite (engl.: Full Width at Half Maximum) 
g   Gramm 
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x g   Erdbeschleunigung (gravitation) 
GA   Glutaraldehyd 
h   Stunde (lat.: hora) 
HCD   Higher-energy Collisional Dissociation 
Hz   Hertz 
IAA   Iodacetamid 
iBAQ Intensitätsbasierte absolute Quantifizierung 
(engl.: intensity Based Absolute Quantification) 
IP   Immunpräzipitation 
IT   Ionenfalle (engl.: Ion Trap) 
ITRAQ  Isobare Markierungen für die relative und absolute Quantifizierung 
(engl.: Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation) 
kDa   Kilodalton 
kg   Kilogramm 
l   Liter 
lat.   lateinisch 
LC   Flüssigkeitschromatographie (engl.: Liquid Chromatographie) 
LC-MS/MS  Flüssigkeitschromatographie Tandem Massenspektrometrie 
Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry 
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Log   Logarithmus 
LTQ   Lineare Ionenfalle (eng.: Linear Trap Quadrupol) 
m   Meter 
M   Molar 
MALDI  Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation    
   (engl.: Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization) 
MaxLFQ  Maxquant Label Free Quantification 
mg   Milligramm 
min   Minute 
mL   Milliliter 
MM   Multiples Myelom 
MOPS   Morpholino-Propansulfonsäure 
MS   Massenspektrometer 
MS1   Übersichtsscan 
MS/MS; MS2  Tandem-Massenspektrometrie 
MSn   n-stufige Tandem-Massenspektrometrie 
m/z   Masse-zu-Ladungsverhältnis 
nm   Nanometer 
NHS   N-Hydroxysuccinimid 
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NMR   Kernspinresonanz (engl.: Nuclear Magnetic Resonance) 
NP40   Nonidet P-40 
OD   Optische Dichte 
PAGE   Polyacrylamidgelelektrophorese 
PEG   Polyethylenglycol 
PPM   Teile pro Million (engl.: Parts Per Million) 
PTM   Posttranslationale Modifikationen 
QIT   Quadrupol Ion Trap 
QTOF   Quadrupol Time Of Flight  
RT   Raumtemperatur 
RPM   Umdrehungen pro Minute (engl.: Revolutions Per Minute) 
s   Sekunde 
Sulfo-SBED Sulfo-N-hydroxysuccinimidyl-2-(6-[biotinamido]-2-(p-azido 
benzamido)-hexanoamido) ethyl-1,3'-dithioproprionate 
SDC   Natriumdesoxycholat (engl.: Sodium Deoxycholate) 
SDS   Natriumdodecylsulfat (engl.: Sodium Dodecyl sulfate) 
SEV   Sekundärelektronenvervielfacher 
SILAC  Stable Isotop Labeling with Amino acid in Cell culture 
SMCC   Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-
carboxylate 
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TOF   Flugzeitanalysator (engl.: Time Of Flight) 
TRIS   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
UE   Untereinheit 
UBX   Ubiquitin Regulatory X 
UV   Ultraviolett 
V   Volt 
XIC Extrahiertes Ionenchromatogramm (engl.: extracted ion 
chromatogram) 
XL   Crosslink 
z   Ladung 
z.b.   zum Beispiel 
π   Kreiszahl Pi 
𝜔   Winkelgeschwindigkeit 
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6.2 Aminosäuren 
Name 3-letter Symbol 1-letter Symbol Monoisotopische 
Masse (residue) 
Alanin Ala A 71.03711 
Arginin Arg R 156.10111 
Asparagin Asn N 114.04293 
Asparaginsäure Asp D 115.02694 
Cystein Cys C 103.00919 
Glutaminsäure Glu E 129.04259 
Glutamin Gln Q 128.05858 
Glycin Gly G 57.05 
Histidin His H 137.05891 
Isoleucin Ile I 113.08406 
Leucin Leu L 113.08406 
Lysin Lys K 128.09496 
Methionin Met M 131.04049 
Phenylalanin Phe F 147.06841 
Prolin Pro P 97.05276 
Serin Ser S 87.03203 
Threonin Thr T 101.04768 
Tryptophan Trp W 186.07931 
Tyrosin Tyr Y 163.06333 
Valin Val V 99.06841 
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8 Anhang 
8.1 Interaktionen von Proteinen mit Proteinen 
8.1.1 Quervernetzung von UFD1 und NPL4 mit BS3 
 
Abbildung A. 1: Aminosäuresequenz des Proteins NPL4 im FASTA-Format, das für die Quervernetzungen mit 
BS3 verwendet wurde. 
 
Abbildung A. 2: Aminosäuresequenz des Proteins UFD1 im FASTA-Format, das für die Quervernetzungen mit 
BS3 verwendet wurde. 
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Abbildung A. 3: MS2-Spektrum des Peptids VMETKPDKAVSIIEBDMNVDFDAPLGYKE, das in Tabelle 8 mit 
der Nr. 1 aufgelistet ist. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ1) von UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Der Buchstabe 
B steht für ein alkyliertes Cystein. 
 
 
Abbildung A. 4: MS2-Spektrum des Peptids SDVEKGGKIIMPPSALDQLSR, das in Tabelle 8 mit mit der Nr.2 
aufgelistet ist. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ1) von UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Abbildung A. 5: MS2-Spektrum des Peptids KLTGGADKGKFVALENISBK, das in Tabelle 8 mit der Nr.3 
aufgelistet ist. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ1) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Der Buchstabe 
B steht für ein alkyliertes Cystein. 
 
 
Abbildung A. 6: MS2-Spektrum des Peptids IKSGBEGHLPWPNGIBTKBQPSAITLNR, das in Tabelle 8 mit der 
Nr.5 aufgelistet ist. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ1) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Der Buchstabe 
B steht für ein alkyliertes Cystein. 
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Abbildung A. 7: MS2-Spektrum des Peptids LDGKKK, das in Tabelle 8 mit der Nr.6 aufgelistet ist. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ1) von UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
 
 
Abbildung A. 8: MS2-Spektrum des Peptids BFSVSMLAGPNDRSDVEKGGKIIMPPSALDQLSR, das in Tabelle 
8 mit der Nr.7 aufgelistet ist. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ1) von UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Der Buchstabe 
B steht für ein alkyliertes Cystein. 
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Abbildung A. 9: MS2-Spektrum der Peptide NSRPLVK und KVEEDEAGGR, die in Tabelle 8 mit der Nr.8 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
 
 
Abbildung A. 10: MS2-Spektrum der Peptide KGTVR und NSRPLVKK, die in Tabelle 8 mit der Nr.9 aufgelistet 
sind. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4 und UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum 
sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative 
Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Abbildung A. 11: MS2-Spektrum der Peptide KGTVR und KTGNQHFGYLYGR, die in Tabelle 8 mit der Nr.10 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
 
 
Abbildung A. 12: MS2-Spektrum der Peptide KVEEDEAGGR und GVEPSPSPIKPGDIKR, die in Tabelle 8 mit 
der Nr.11 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Abbildung A. 13: MS2-Spektrum der Peptide KGTVR und KVEEDEAGGR, die in Tabelle 8 mit der Nr.12 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4 und UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum 
sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative 
Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
 
 
Abbildung A. 14: MS2-Spektrum der Peptide KGTVR und KTGNQHFGYLYGR, die in Tabelle 8 mit der Nr.13 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
 
Anhang 
 
VIII 
 
Abbildung A. 15: MS2-Spektrum der Peptide ITATKR und VQSPDGVKR, die in Tabelle 8 mit der Nr.14 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
 
 
Abbildung A. 16: MS2-Spektrum der Peptide RITATK und VQSPDGVKR, die in Tabelle 8 mit der Nr.15 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Abbildung A. 17: MS2-Spektrum des Peptids AFSGSGNRLDGKKK, das in Tabelle 8 mit der Nr.16 aufgelistet 
ist. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ1) von UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
 
 
Abbildung A. 18: MS2-Spektrum der Peptide NSRPLVKK und NKDTYFLSSEEBITAGDFQNK, die in Tabelle 8 
mit der Nr.17 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4 und UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum 
sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative 
Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Der 
Buchstabe B steht für ein alkyliertes Cystein. 
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Abbildung A. 19: MS2-Spektrum der Peptide NSRPLVKK und DEBLLPBKDAPELGYAK, die in Tabelle 8 mit 
der Nr.18 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4 und UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum 
sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative 
Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Der 
Buchstabe B steht für ein alkyliertes Cystein. 
 
Abbildung A. 20: MS2-Spektrum der Peptide LTNKNSDR und KVEEDEAGGR, die in Tabelle 8 mit der Nr.19 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Abbildung A. 21: MS2-Spektrum der Peptide VQSPDGVK und RITATKR, die in Tabelle 8 mit der Nr.20 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
 
 
Abbildung A. 22: MS2-Spektrum der Peptide QDGKIYR und HGPLGKBVHBVPLEPFDEDYLNHLEPPVK, die 
in Tabelle 8 mit der Nr.21 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Der Buchstabe 
B steht für ein alkyliertes Cystein. 
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Abbildung A. 23: MS2-Spektrum des Peptids LNITYPmLFKLTNKNSDR, das in Tabelle 8 mit der Nr.22 
aufgelistet ist. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ1) von UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Das kleine m 
steht für ein oxidiertes Methionin. 
 
Abbildung A. 24: MS2-Spektrum der Peptide KLTGGADK und GKFVALENISBK, die in Tabelle 8 mit der 
Nr.23 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Abbildung A. 25: MS2-Spektrum der Peptide KGTVR und KVEEDEAGGR, die in Tabelle 8 mit der Nr.24 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4 und UFD1. Neben dem Fragmentionenspektrum 
sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative 
Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
 
 
 
Abbildung A. 26: MS2-Spektrum der Peptide SLNLLK und TGEITASSNK, die in Tabelle 8 mit der Nr.25 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Abbildung A. 27: MS2-Spektrum der Peptide DEBLLPBK und EFGFQNNGFSVYINRNK, die in Tabelle 8 mit 
der Nr.26 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Der Buchstabe 
B steht für ein alkyliertes Cystein. 
 
 
Abbildung A. 28: MS2-Spektrum der Peptide SLNLLK und NKTGEITASSNK, die in Tabelle 8 mit der Nr.27 
aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Abbildung A. 29: MS2-Spektrum der Peptide DEBLLPBK und EFGFQNNGFSVYINRNK, die in Tabelle 8 mit 
der Nr.28 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von NPL4. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Der Buchstabe 
B steht für ein alkyliertes Cystein. 
8.1.2 Quervernetzung von Med17HA mit BS3 
 
Abbildung A. 30: Ansicht des MS2-Spektrums der Peptide TINGK und TLEYKLATYGVPGSENKR, die in 
Tabelle 9 mit der Nr.2 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von MED15 und MED5. Neben dem Fragmentionenspektrum 
sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative 
Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Abbildung A. 31: Ansicht des MS2-Spektrums der Peptide EIEQVBK und 
KIIKDYVLDIVPGSSITETEVEREQPQENK, die in Tabelle 9 mit der Nr.3 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von MED7 und MED17. Neben dem Fragmentionenspektrum 
sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative 
Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. Der 
Buchstabe B steht für ein alkyliertes Cystein. 
 
 
Abbildung A. 32: Ansicht des MS2-Spektrums der Peptide KIQALR und YINQKALR, die in Tabelle 9 mit der 
Nr.4 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intramolekulare Quervernetzung (Typ2) von MED15. Neben dem Fragmentionenspektrum sind die 
Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative Intensität 
der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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Abbildung A. 33: Ansicht des MS2-Spektrums der Peptide KYINQK und FKDLQWLEFAR, die in Tabelle 9 mit 
der Nr.5 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von MED15 und MED16. Neben dem 
Fragmentionenspektrum sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der 
Markierung steht für die relative Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der 
Fragmente in ppm angegeben. 
 
 
Abbildung A. 34: Ansicht des MS2-Spektrums der Peptide IIKIR und 
VPIGLILQRLKDLNLTVSIKIALmNIPKPLNSYHIKNGR, die in Tabelle 9 mit der Nr. 6 markiert wurden. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von MED12 und MED14. Neben dem 
Fragmentionenspektrum sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der 
Markierung steht für die relative Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der 
Fragmente in ppm angegeben. Das kleine m steht für ein oxidiertes Methionin. 
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Abbildung A. 35: Ansicht des MS2-Spektrums der Peptide TINGK und TLEYKLATYGVPGSENKR, die in 
Tabelle 9 mit der Nr.7 aufgelistet sind. 
Zu sehen ist eine intermolekulare Quervernetzung (Typ2) von MED15 und MED5. Neben dem Fragmentionenspektrum 
sind die Peptidsequenzen mit den jeweiligen b- und y-Ionen markiert. Die Farbe der Markierung steht für die relative 
Intensität der einzelnen Ionen. Unter dem Spektrum ist die Massengenauigkeit der Fragmente in ppm angegeben. 
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8.1.3 Quervernetzen von Cytochrom C mit DSSO 
 
Abbildung A. 36: Massenspektrum von Disuccinimidylsulfoxid, das für das Quervernetzen von Cytochrom C 
verwendet wurde. 
Zu sehen sind DSSO [M + Na+; 411.04], Sulfid S1 [M + Na+; 395.04] und das oxidierte DSSO [M + Na+; 427.08]. 
Außerdem sind die 3 genannten Formen als Dimere zu sehen: DSSO [M + M + Na+; 798.24], Sulfid S1 [M + M + Na+; 
798.24] und oxidiertes DSSO [M + +M + Na+; 814.04]. Die Messung wurde an der LTQ Velos Pro per direct infusion 
durchgeführt. 
 
 
Abbildung A. 37: Aminosäuresequenz des bovinen Cytochrom C im FASTA-Format, das für die 
Quervernetzungsversuche mit DSSO verwendet wurde. 
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Tabelle A. 1: Liste der Peptide von Cytochrom C, die mit DSSO modifiziert und mit Elastase verdaut wurden. 
Die Rohdaten der LC-MS/MS Messung vom In-Lösungsverdau wurden mit einem Skript modifiziert und die MS3-
Spektren für die Datenbanksuche verwendet. Zwei Peptide, die aus aufeinanderfolgenden MS3-Massenscans stammen, 
stellen potentielle quervernetzte Peptide dar. Alle Peptide, die nicht aus aufeinanderfolgenden MS3-Massenscans 
stammen wurden aus dieser Tabelle herausgefiltert. 
 
Nr. m/z z Peptid  Modifikation Scan 
1 835.8751 2 KTGQAPGFSYTDANK DSSO inter T (K) 2291 
2 819.88947 2 KTGQAPGFSYTDANK DSSO inter A (K) 2292 
3 430.748 2 KYIPGTK DSSO inter A (K) 2922 
4 497.26512 2 MIFAGIKK DSSO inter T (K) 2923 
5 572.3414 2 MIFAGIKKK 2 DSSO inter A (K) 3382 
6 588.31992 2 MIFAGIKKK DSSO inter A (K); 
DSSO inter T (K) 
3383 
7 760.88698 2 GEREDLIAYLKK DSSO inter T (K) 3975 
8 481.28093 2 MIFAGIKK DSSO inter A (K) 3976 
9 839.77674 3 MIFAGIKKKGEREDLIAYLK 2 DSSO inter A (K); 
DSSO inter T (K) 
4158 
10 653.85253 2 GEREDLIAYLK  4159 
11 653.85305 2 GEREDLIAYLK  4335 
12 430.74909 2 KYIPGTK DSSO inter A (K) 4336 
13 778.04684 3 KKGEREDLIAYLKKATNE DSSO inter A (K); 2 
DSSO inter T (K) 
4446 
14 767.38965 3 KKGEREDLIAYLKKATNE 2 DSSO inter A (K); 
DSSO inter T (K) 
4447 
15 819.88942 2 KTGQAPGFSYTDANK DSSO inter A (K) 4491 
16 835.87535 2 KTGQAPGFSYTDANK DSSO inter T (K) 4492 
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17 1153.5534 2 NKGITWGEETLMEYLENPK DSSO inter A (K) 4709 
18 1169.5387 2 NKGITWGEETLMEYLENPK DSSO inter T (K) 4710 
19 572.33214 2 MIFAGIKKK 2 DSSO inter A (K) 4882 
20 588.31943 2 MIFAGIKKK DSSO inter A (K); 
DSSO inter T (K) 
4883 
21 572.34013 2 MIFAGIKKK 2 DSSO inter A (K) 5075 
22 588.31848 2 MIFAGIKKK DSSO inter A (K); 
DSSO inter T (K) 
5076 
23 1096.528 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter A (K) 5279 
24 1112.5146 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter T (K) 5280 
25 1096.5267 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter A (K) 5549 
26 1112.5112 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter T (K) 5550 
27 627.64112 3 KTGQAPGFSYTDANKNK DSSO inter A (K) 1814 
28 638.2989 3 KTGQAPGFSYTDANKNK DSSO inter T (K) 1815 
29 819.8902 2 KTGQAPGFSYTDANK DSSO inter A (K) 2247 
30 835.87516 2 KTGQAPGFSYTDANK DSSO inter T (K) 2248 
31 892.89572 2 TGQAPGFSYTDANKNK DSSO inter T (K) 2251 
32 876.91033 2 TGQAPGFSYTDANKNK DSSO inter A (K) 2252 
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33 819.8903 2 KTGQAPGFSYTDANK DSSO inter A (K) 2703 
34 835.8757 2 KTGQAPGFSYTDANK DSSO inter T (K) 2704 
35 507.25116 3 HKTGPNLHGLFGR DSSO inter T (K) 2712 
36 496.60228 3 HKTGPNLHGLFGR DSSO inter A (K) 2713 
37 550.28914 3 KKGEREDLIAYLK DSSO inter T (K) 2912 
38 539.63597 3 KKGEREDLIAYLK DSSO inter A (K) 2913 
39 550.29661 3 KGEREDLIAYLKK DSSO inter T (K) 3148 
40 539.63416 3 KGEREDLIAYLKK DSSO inter A (K) 3149 
41 496.93777 3 KGEREDLIAYLK DSSO inter A (K) 3193 
42 507.59796 3 KGEREDLIAYLK DSSO inter T (K) 3194 
43 496.94089 3 KGEREDLIAYLK DSSO inter A (K) 3361 
44 507.59844 3 GEREDLIAYLKK DSSO inter T (K) 3362 
45 568.29435 3 KKGEREDLIAYLK DSSO inter A (K); 
DSSO inter T (K) 
3259 
46 653.8524 2 GEREDLIAYLK  3260 
47 496.94034 3 KGEREDLIAYLK DSSO inter A (K) 3305 
48 507.59355 3 KGEREDLIAYLK DSSO inter T (K) 3306 
49 760.89028 2 GEREDLIAYLKK DSSO inter T (K) 3481 
50 744.90484 2 GEREDLIAYLKK DSSO inter A (K) 3482 
51 573.8223 2 EDLIAYLKK DSSO inter A (K) 3941 
52 589.8105 2 EDLIAYLKK DSSO inter T (K) 3942 
53 573.81205 2 EDLIAYLKK DSSO inter A (K) 4037 
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54 589.81002 2 EDLIAYLKK DSSO inter T (K) 4038 
55 856.43715 2 GDVEKGKKIFVQK Acetyl (Protein N-term); 
2 DSSO inter A (K); 
    
4116 
56 865.44217 2 GDVEKGKKIFVQK Acetyl (Protein N-term); 
2 DSSO inter A (K); 
    
4117 
57 571.29259 3 GDVEKGKKIFVQK Acetyl (Protein N-term); 
2 DSSO inter A (K); 
    
4127 
58 577.29898 3 GDVEKGKKIFVQK Acetyl (Protein N-term); 
2 DSSO inter A (K); 
    
4128 
59 839.77656 3 MIFAGIKKKGEREDLIAYLK 2 DSSO inter A (K); 
DSSO inter T (K) 
4605 
60 653.85533 2 GEREDLIAYLK  4606 
61 960.98897 2 YIPGTKMIFAGIKKK DSSO inter A (K); 2 
DSSO inter T (K) 
4411 
62 969.99305 2 YIPGTKMIFAGIKKK DSSO inter A (K); 
DSSO inter S (K); 
    
4412 
63 876.90969 2 TGQAPGFSYTDANKNK DSSO inter A (K) 4563 
64 892.89513 2 TGQAPGFSYTDANKNK DSSO inter T (K) 4564 
65 819.88963 2 KTGQAPGFSYTDANK DSSO inter A (K) 4720 
66 835.87571 2 KTGQAPGFSYTDANK DSSO inter T (K) 4721 
67 481.27921 2 MIFAGIKK DSSO inter A (K) 4612 
68 497.26726 2 MIFAGIKK DSSO inter T (K) 4613 
69 812.06833 3 NKGITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter A (K) 4872 
70 822.72501 3 NKGITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter T (K) 4873 
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71 1112.5145 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter T (K) 5043 
72 1096.5286 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter A (K) 5044 
73 1112.5145 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter T (K) 4841 
74 794.40219 2 MIFAGIKKKGER 2 DSSO inter A (K); 
DSSO inter T (K); 
  
4842 
75 497.25643 2 MIFAGIKK DSSO inter T (K) 4949 
76 731.35586 3 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter A (K) 4950 
77 1112.5143 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter T (K) 4956 
78 1096.5297 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter A (K) 4957 
79 1112.5178 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter T (K) 4998 
80 786.40676 2 MIFAGIKKKGER 2 DSSO inter A (K); 
DSSO inter T (K) 
4999 
81 811.39592 2 MIFAGIKKKGER DSSO inter A (K); 
DSSO inter S (K); 
    
5005 
82 731.35506 3 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter A (K) 5006 
83 430.74548 2 KYIPGTK DSSO inter A (K) 5159 
84 446.73763 2 KYIPGTK DSSO inter T (K) 5160 
85 1112.5142 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter T (K) 5320 
86 1096.5276 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter A (K) 5321 
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87 1112.5147 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter T (K) 5326 
88 1096.5273 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter A (K) 5327 
89 945.00163 2 YIPGTKMIFAGIKKK 2 DSSO inter A (K); 
DSSO inter T (K) 
5400 
90 1112.5097 2 GITWGEETLMEYLENPKK DSSO inter T (K) 5401 
 
8.1.4 Quervernetzen von UBX und p97N mit DSSO 
 
 
Abbildung A. 38: Berechnung der Hydrophobizität des Peptids GFPWDEYKLLSTFPRIHVLPIDDT-
VEGITGNLFEVYLKPYFLEAYR (Quelle: pepcalc.com Innovagen). 
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8.1.5 Methodenentwicklung für die Precursor-Selektion von 
quervernetzten Peptiden 
 
Abbildung A. 39: Aminosäuresequenz des Proteins ß-Galactosidase aus Escherichia coli im FASTA-Format, das 
für die Markierungsversuche mit H218O und Trypsin verwendet wurde. 
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Abbildung A. 40: Enzymatische Markierung der C-Termini von tryptischen Peptiden aus β-Galactosidase mit 
18O. 
Gezeigt ist der Markierungsgrad der verschiedenen Peptide mit 2-mal 18O am C-Terminus. Der Rücktausch der 
Markierung, wurde durch die Zugabe von 50 % H216O, zu den Zeitpunkten 2, 24 und 72 h nach der Markierung 
überprüft. Die Auswertung wurde über das Isotopenmuster im Mascot Distiller durchgeführt. 
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Abbildung A. 41: Enzymatische Markierung der C-Termini von tryptischen Peptiden aus β-Galactosidase mit 
18O bei pH 8 in ABC Puffer und bei pH 6 in CA Puffer. 
Gezeigt ist der Markierungsgrad der verschiedenen Peptide mit 2-mal 18O am C-Terminus. Die Auswertung wurde über 
das Isotopenmuster im Mascot Distiller durchgeführt. 
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Abbildung A. 42: Enzymatische Markierung der C-Termini von tryptischen Peptiden aus β-Galactosidase mit 
18O bei pH 8 in ABC Puffer und danach bei pH 6 in CA Puffer. 
Nach der Markierung wurde das restliche Trypsin durch die Zugabe von Pefabloc inaktiviert. Gezeigt ist der 
Markierungsgrad der verschiedenen Peptide mit 2-mal 18O am C-Terminus. Die Auswertung wurde über das 
Isotopenmuster im Mascot Distiller durchgeführt. 
 
8.2 Interaktionen von Proteinen mit niedermolekularen 
Verbindungen 
8.2.1 Untersuchung des Gesamtproteins von INA6 Zellen nach der 
Behandlung mit Inhibitoren 
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8.2.1.1 Untersuchung des Gesamtproteins von INA6-Zellen nach der Behandlung 
mit AH390 
 
Abbildung A. 43: Strukturformel des α-acyl Aminocarboxamides AH390. 
AH390 wurde auf INA6 Zellen gegeben, um den Effekt der Substanz auf Proteomebene zu untersuchen. 
 
Abbildung A. 44: Identifizierung von signifikant regulierten Proteinen, nach der Behandlung von INA6-Zellen 
mit der Substanz AH390. 
Schwer und leicht markierte INA6 Zellen wurden zuerst für 2h mit 25 µM AH390 oder DMSO inkubiert, gewaschen, 
vereinigt und anschließend zusammen lysiert. 50 µg der extrahierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt 
und mit LC-MS/MS analysiert. Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle signifikant zu- oder abgenommen haben, sind 
mit blau oder rot markiert. Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte von 3 biologischen Replikaten (n 
Replikate > 1). Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten Peptide (razor and unique). Die 
Quantifizierung wurde mittels SILAC und Maxquant durchgeführt. Angereicherte Histone sind mit dem Uniprot 
Entryname markiert. Die Versuche wurden in Kooperation mit Dr. Daniela Brünnert (AG Bargou) durchgeführt. 
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8.2.1.2 Untersuchung des Gesamtproteins von INA6-Zellen nach AUY922 
Behandlung 
 
Abbildung A. 45: Strukturformel des HSP90 Inhibitors AUY922 (Luminespib). 
AUY922 wurde auf INA6 Zellen gegeben, um den Effekt der Substanz auf Proteomebene zu untersuchen. 
 
Abbildung A. 46: Identifizierung von signifikant regulierten Proteinen, nach der Behandlung von INA6-Zellen 
mit der Substanz AUY922 (HSP90-Inhibitor). 
Schwer und leicht markierte INA6 Zellen wurden zuerst für 4h mit 10 nM AUY922 oder DMSO inkubiert, gewaschen, 
vereinigt und anschließend zusammen lysiert. 50 µg der extrahierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt 
und mit LC-MS/MS analysiert. Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle signifikant zu- oder abgenommen haben, sind 
als geschlossene Kreise markiert. Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte von 3 biologischen 
Replikaten (n Replikate > 1). Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten Peptide (razor and 
unique). Proteine von demselben Komplex, der gleichen Familie oder derselben Funktion sind mit derselben Farbe 
markiert. Die Quantifizierung wurde mittels SILAC und Maxquant durchgeführt. Die Versuche wurden in Kooperation 
mit Dr. Daniela Brünnert (AG Bargou) durchgeführt. 
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8.2.1.3 Gesamtprotein von INA6-Zellen nach Behandlung mit AH367 und AUY922 
 
Abbildung A. 47: Strukturformel des α-acyl Aminocarboxamids AH367. 
INA6 Zellen wurden mit Substanz AH367 vorbehandelt und anschließend mit AUY922 versehen. Anschließend wurde 
der Effekt auf Proteomebene untersucht. 
 
 
Abbildung A. 48: Identifizierung von signifikant regulierten Proteinen, nach der Behandlung von INA6-Zellen 
mit der Substanz AH367 und AUY922 (HSP90-Inhibitor). 
Schwer und leicht markierte INA6 Zellen wurden zuerst für 3h mit 50 µM AH367 oder DMSO inkubiert gefolgt von 
einer Behandlung mit 10 nM AUY922 für 3h. Anschließend wurden die Zellen gewaschen, vereinigt und zusammen 
lysiert. 50 µg der extrahierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit LC-MS/MS analysiert.Proteine, 
die im Vergleich zur Kontrolle signifikant zu- oder abgenommen haben, sind mit blau oder rot markiert. 
Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte von 3 biologischen Replikaten (n Replikate > 1). Die Größe der 
Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten Peptide (razor and unique). Die Quantifizierung wurde mittels 
SILAC und Maxquant durchgeführt. Angereicherte Histone sind mit dem Uniprot Entryname markiert. Die Versuche 
wurden in Kooperation mit Dr. Daniela Brünnert (AG Bargou) durchgeführt. 
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8.2.2 Anreicherung von Proteinen mit dem potentiellen HSP70 
Inhibitor AH487 
 
Abbildung A. 49: Strukturformel des biotinylierten potentiellen HSP70 Inhibitors AH487. 
Substanz AH487 wurde von Dr. Anna Lehmann (AG Holzgrabe) synthetisiert und an magnetische Streptavidinbeads 
immobilisiert. Potentielle Zielproteine wurden damit aus einem INA6 Zelllysat angereichert werden. 
 
8.2.2.1 Anreicherung von Proteinen mit Substanz AH487 
 
Abbildung A. 50: Identifizierung von potentiellen Zielproteinen, die mit Substanz AH487 aus einem INA6 
Zelllysat angereichert wurden. 
Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle signifikant (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.02) angereichert 
wurden, sind als geschlossene Kreise markiert. Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte von 3 
biologischen Replikaten (n Replikate > 1). Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten Peptide 
(razor and unique). Proteine von demselben Komplex, der gleichen Familie oder derselben Funktion sind mit derselben 
Farbe markiert. Mit der Beadkontrolle wurden speziell Carboxylasen angereichert, da diese Biotin als prosthetische 
Gruppe enthalten. 
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8.2.3 Anreicherung von Proteinen mit Dioncochinon B 
8.2.3.1 Anreicherung von Proteinen mit Substanz BG136 
 
Abbildung A. 51:Strukturformel des biotinylierten Dioncochinon B. 
Substanz BG136 wurde von Christina Froschgeiser (AG Bringmann) synthetisiert und an magnetische 
Streptavidinbeads immobilisiert. Potentielle Zielproteine wurden damit aus einem INA6 Zelllysat angereichert werden. 
 
 
Abbildung A. 52: Identifizierung von potentiellen Zielproteinen, die mit Substanz BG136 aus einem INA6 
Zelllysat angereichert wurden. 
Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle signifikant (Benjamini-Hochberg adjusted limma p-value < 0.02) angereichert 
wurden, sind als geschlossene Kreise markiert. Proteinverhältnisse und –intensitäten sind Medianwerte von 3 
biologischen Replikaten (n Replikate > 1). Die Größe der Kreise korreliert mit der Anzahl der identifizierten Peptide 
(razor and unique). Proteine von demselben Komplex, der gleichen Familie oder derselben Funktion sind mit derselben 
Farbe markiert. Mit der Beadkontrolle wurden speziell Carboxylasen angereichert, da diese Biotin als prosthetische 
Gruppe enthalten. 
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